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Genotoksične poškodbe dednine nastanejo zaradi delovanja številnih kemikalij, ki jih 
pogosto najdemo v morskem okolju. Najpogostejše trajne poškodbe dednine so 
mikronukleusi, jedra z brstom, celice z dvema jedroma ipd.. Ob slovenski obali sem 
izbrala štiri vzorčna mesta, na katerih sem v avgustu in septembru 2012 nabrala 
klapavice (Mytilus galloprovincialis) ter uporabila epitelne celice škrg za mikronukleusni 
test. Največji odstotek celic z mikronukleusi sem našla v klapavicah iz Piranskega 
zaliva (7,4 %) in najmanjši v klapavicah na oceanografski boji Vidi (3,27 %). Delež celic 
z brsti je bil od 2 % v klapavicah iz Strunjanskega zaliva do 2,64 % na boji Vidi. Delež 
celic z dvema jedroma je bil najnižji v Koprskem zalivu (0,88 %) in najvišji v Piranskem 
zalivu 3,27 %. Delež ugotovljenih genotoksičnih poškodb je primerljiv z deležem 
tovrstnih poškodb po Sredozemlju. Analizirala sem tudi obstoječe podatke o 
onesnaževalih z genotoksičnim delovanjem, ki so prisotna v slovenskem morju v 
obdobju od leta 2009 do 2011. Najvišja koncentracija kadmija v klapavicah je bila 
izmerjena v Koprskem zalivu leta 2010 in je znašala 1,190 mg/kg klapavice, najnižja 
koncentracija kadmija (0,890 mg/kg) je bila izmerjena v letu 2009, prav tako v 
Koprskem zalivu. Najvišja vsebnost živega srebra v klapavicah (0,128 mg/kg) je bila 
zabeležena v Strunjanskem zalivu leta 2010, najmanj živega srebra (0,068 mg/kg) pa 
je bilo izmerjeno v klapavicah v letu 2009 iz Koprskega zaliva. PAH-i v klapavicah so 
bili merjeni v Koprskem in Strunjanskem zalivu v letih 2009 in 2010, višje koncentracije 
PAH-ov so v Koprskem zalivu. V obeh zalivih pa je opaziti naraščanje koncentracije 
PAH-ov v letu 2010 v primerjavi z letom 2009. Tributilkositrove spojine so bile merjene 
v letu 2011 v Strunjanskem in Piranskem zalivu, njihove izmerjene koncentracije, tako 
v vodi (0,00032 µg TBT/L) kot v sedimentu (1,49 µg TBT/kg) in v klapavicah (12,3 µg 
TBT/kg suhe teže), so bile najvišje v Strunjanskem zalivu. Razlike v pojavljanju 
genotoksičnih poškodb in razlike v koncentraciji onesnaževal so med vzorčnimi mesti 
majhne, zaradi tega ker so si vzorčna mesta relativno blizu v notranjosti Tržaškega 
zaliva. 
 





Genotoxic damages of the genetic material arise by the action of many chemicals that 
are commonly found in the marine environment. The most common genetic damages 
are micronuclei (MN), cells with nuclear buds (NB) and binucleated cells (BN). Four 
sample sites along the Slovenian coastline were selected, from which Mediterranean 
mussels (Mytilus galloprovincialis) were collected in August and September 2012 and 
the epithelial cells of gills were used for micronucleus test. The highest percentage of 
cells with micronuclei was founded in the Mediterranean mussels from the Bay of Piran 
(7.4 %) and the lovest in the mussels at the oceanographic buoy Vida (3.27 %). The 
proportion of cells with nuclear buds was from 2 % in the mussels from the Bay of 
Strunjan to 2.64 % on the oceanographic buoy Vida. The proportion of binucleated 
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cells was the lowest in the Bay of Koper (0.88 %) and the highest in the Bay of Piran 
3.27 %. The proportion of observed genotoxic damage is comparable with estimated 
genotoxic damage in the Mediterranean. Existing data about pollutants with  the 
genotoxic effects that are present in the Slovenian Sea in the period from 2009 to 2011 
was analysed. The highest concentration of cadmium in the mussels was measured in 
the Bay of Koper in 2010 being 1.190 mg/kg of the mussel, the lowest concentration of 
cadmium in the mussels (0.890 mg/kg) was measured in 2009 also in the Bay of 
Koper. The highest concentration of mercury content (0.128 mg/kg of mussel) was 
recorded in 2010 in mussels from the Bay of Strunjan and the lowest concentration of 
mercury (0.068 mg/kg of mussels) was measured in 2009 in the mussels from the Bay 
of Koper. PAH´s in the mussels were measured in 2009 and 2010 in the Bay of Koper 
and in the Bay of Strunjan and concentrations being higher in the Bay of Koper. 
Concentration of PAH's increased in 2010 compared with 2009 in both bays. Tributyltin 
compounds (TBT) were measured in 2011 in the Bay of Strunjan and in the Bay of 
Piran. The highest measured concentrations of TBT were in the Bay of Strunjan in 
2011, the concentration in the water was 0.00032 mg TBT/L, in the sediment 1.49 mg 
TBT/kg and in mussels 12.3 mg TBT/kg dry weight. Differences in the frequency of 
genotoxic damages and differences in the concentration of pollutants between the 
sampling places were small, due to small distance between sampling sites at the inside 
of the Gulf of Trieste. 
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RAZLAGA OSNOVNIH POJMOV 
 
Bioakumulacija pomeni kopičenje snovi v organizmu. 
 
Bioindikator je biološki odgovor na višjih nivojih, kot so populacija, združba, ekosistem. 
 
Biomagnifikacija predstavlja kopičenje snovi v organizmu in prenos po prehranjevalni 
verigi v višje trofične nivoje. 
 
Biomarker je vsak biološki odgovor na kemikalije v okolju na nivoju osebka ali nižjem 
organizacijskem nivoju (vsak merljiv biokemični, fiziološki, histološki, morfološki in 
vedenjski odziv). 
 
Biomonitoring pomeni merjenje in spremljanje sprememb v organizmih, tkivih, celicah 
ali biokemičnih procesih, nastalih zaradi izpostavljenosti organizma kemikalijam. 
 
Klapavica ali sredozemska klapavica (Mytilus galloprovincialis) je pogosto uporabljena 
kot tarčni organizem v biomonitoringu. Klapavice sodijo v deblo Mollusca (mehkužci), v 
razred Bivalvia (školjke). Vrsta je ena najbolj poznanih in razširjenih školjk v Evropi, ki 
živi v bibavičnem pasu. Je filtratorski organizem in je v večjih skupinah pritrjena na 
kamne in skale z bisusnimi nitmi. Zaradi okusnega mesa in enostavnega načina 
gojenja jo pogosto gojijo v školjčiščih in predstavlja pomemben vir beljakovin iz morja. 
 
Kontaminant je kemikalija, ki v okolju ne povzroča škode. 
 
Onesnaževalo je kemikalija, ki v okolju povzroča škodo, prisotna je v višjih 
koncentracijah, kot je naravno ozadje. 
 
Testna vrsta je izbrana na osnovi občutljivosti osebkov in biološkega odziva na 
določene kemikalije. Klapavica, ki sem jo analizirala spada med školjke, ki so v vodnih 







Tržaški zaliv je precej obremenjen zaradi gosto poseljene obale in industrijskih območij 
ter pritiskov, kot so gradbeništvo, pomorski in kopenski promet, kmetijstvo, marikultura, 
ribištvo, … Različni naravni, kot tudi antropogeni vplivi, so v tako majhnem in slabo 
pretočnem zalivu, kot je Tržaški zaliv, še veliko večji, močnejši in lahko vodijo do 
nastanka nepopravljivih sprememb v celotnem ekosistemu. Evtrofikacija, ki pomeni 
prekomerno obogatitev zaliva s hranili, predvsem z dušikom in fosforjem, ki dotekajo v 
zaliv z rekami, predstavlja glavno onesnaženje. Osredotočila sem se na biološke 
učinke, ki jih povzroča kemijsko onesnaženje tega območja zaradi obstojnih organskih 
spojin, kot so policiklični aromatski ogljikovodiki, poliklorirani bifenili, organoklorni 
pesticidi in onesnaženje s težkimi kovinami, kjer izstopa onesnaženje z živim srebrom, 
kot posledica nekoč delujočega rudnika živega srebra v Idriji. V takšnih območjih je 
zelo pomemben reden, zanesljiv in učinkovit biomonitoring, s katerim lahko ugotovimo 
oziroma prepoznamo učinke lokalnih onesnaževalcev na morske organizme (predvsem 
ribe in školjke) že v zgodnji fazi in tako lahko pravočasno oz. še dovolj zgodaj ustrezno 
ukrepamo in preprečimo katastrofalne posledice, ki so v zaprtih morjih oz. zalivih, kot je 
Tržaški zaliv, pogoste in nepredvidljive. 
 
Prostoživeči organizmi odražajo stanje okolja, v katerem živijo, zato lahko z metodami 
biomonitoringa služijo kot "zgodnje opozorilo" za potencialne nevarnosti nekega 
onesnaževala, ki se v danem okolju pojavlja. Zelo pogosta tarčna vrsta v programih 
biomonitoringa je školjka klapavica (Mytilus galloprovincialis). Školjke so primerni 
bioindikatorji zaradi nekaterih lastnosti: veliko območje razširjenosti in gosta 
poseljenost, sesilno življenje, kar omogoča enostavno vzorčenje, zaradi filtratorskega 
načina prehranjevanja in fizioloških lastnosti, ki omogočajo kopičenje različnih  
kemikalij (pesticidi, PAH-i, PCB-ji, težke kovine ...) in odzivnosti na večino teh kemikalij. 
Nekateri fiziološki mehanizmi in življenjski pogoji jim omogočajo, da znatno kopičijo 
snovi, ki so prisotne v habitatu (Goldberg, 1986). Posebno velik problem predstavljajo 
genotoksične snovi, kadar se bioakumulirajo (kopičenje v organizmu), lahko pride pa 
tudi do biomagnifikacije (prenašanje po prehranjevalni verigi, tako organizmi iz vrha 
prehranjevalne verige običajno vsebujejo visoke koncentracije genotoksičnih snovi, 
predvsem težkih kovin). Zaradi tega so poškodovani vsi členi v prehranjevalni verigi, 
kar lahko pogosto pomeni hude zdravstvene težave za človeka in tudi gospodarsko 
škodo zaradi onesnažene morske hrane. 
 
V diplomskem delu sem uporabila mikronukleusni test za ugotavljanje genotoksičnih 
učinkov snovi v klapavicah. Genotoksične snovi povzročajo trajne poškodbe jedra v 
celicah klapavic, ki so izpostavljene različnim genotoksičnim snovem. Mikronukleusni 
test je priporočen kot biomarker genotoksičnosti za oceno morskega onesnaženja 
(ICES, 2004; 2007). Genotoksičnost opredeljujejo kot potencialno škodljive učinke na 
genetski material, ki se pojavijo kot posledica poškodb v DNK. Poškodbe v DNK lahko 
nastanejo endogeno zaradi reaktivnih kisikovih spojin (ROS) in s prostimi radikali, ki 
nastanejo kot stranski produkti v normalnih metabolnih procesih ali eksogeno zaradi 





Mikronukleusni test je preprost, enostaven test in hkrati zelo uporabljana tehnika za 
ugotavljanje trajnih poškodb dednine, ki so posledica delovanja genotoksičnih snovi v 
okolju. Mikronukleusni test, kot pokazatelj genetskih okvar v življenjskem času celic, je 
eden od najpogosteje uporabljenih genotoksičnih biomarkerjev v vodnih živalih, kot so 
školjke in ribe. Z “in vitro” mikronukleusnim testom zaznavamo delovanje snovi, ki 
povzročajo spremembe v strukturi in številu kromosomov. Mikronukleusi so 
sekundarna jedra, so precej manjši od glavnega jedra, in nastanejo med celično 
delitvijo v telofazi. Izvirajo iz kromatina, kot posledica prelomov kromosomov ali 
nepravilnega delovanja delitvenega vretena med mitozo. Večje število mikronukleusov 
v celicah je posledica višjih koncentracij genotoksičnih snovi v okolju. 
 
Namen naloge je bil pridobiti podatke o pogostosti pojavljanja mikronukleusov in ostalih 
nepravilnostih v jedrih v celicah škrg. Za testni organizem sem izbrala klapavice na 
štirih vzorčnih mestih vzdolž slovenske obale (v Koprskem, Strunjanskem in v 
Piranskem zalivu ter na oceanografski boji Vida). Klapavice sem vzorčila v poletnem 
obdobju (julij in avgust 2012). Frekvenca mikronukleusov v organizmih je odvisna od 
obremenjenosti okolja, v katerem organizem živi oz. prisotnosti genotoksičnih 
onesnaževal, od fiziološkega stanja organizma (starost, reprodukcijski cikel, oskrba s 
hrano,…), odvisna je tudi od letnega časa oz. abiotskih dejavnikov, kot so temperatura 
vode, slanost, koncentracija kisika v morju, … 
 
Postavila sem hipotezo, da so med vzorčnimi mesti razlike v frekvenci mikronukleusov 


























2 TEORETIČNI DEL 
 
 
2.1 ONESNAŽENOST MORJA IN VIRI ONESNAŽENJA 
 
Zaradi človekove dejavnosti so obalne vode in izlivi rek čedalje bolj onesnaženi. 
Povišano onesnaženost, ki je posledica človeške dejavnosti je zaznati tudi v odprtih 
vodah oceanov in na polih. Onesnaževanje je najbolj intenzivno v obalnih območjih 
(Hanson in sod., 1993), vendar se razporeditev onesnaževal spreminja zaradi redčenja 
onesnaževal v morju in zaradi tokov, ki prerazporejajo onesnaževala, lahko pa se 
onesnaževala ponovno vračajo v vodni stolpec iz sedimentov. Kljub temu, da se 
koncentracije nekaterih kemikalij, ki izvirajo iz industrijskih odplak, zmanjšujejo, pa je v 
morske ekosisteme sproščenih vedno več novih kemikalij in njihovih mešanic, pogosto  
hitreje kot gre razvoj analitskih metod. Fizikalne, kemijske in biološke lastnosti 
onesnaževal najpomembneje vplivajo na usodo in vpliv onesnaževal na okolje. Ker je 
morje ogromen sistem, so pomembna onesnaževala tista, ki jih proizvajamo v velikih 
količinah in se v velikih količinah in neprestano sproščajo v okolje, biti morajo odporna 
na abiotsko in biotsko razgradnjo in običajno se kopičijo v organizmih (Bayona in 
Albaigés, 2006). 
 
Kemikalije delimo na onesnaževala in kontaminante. Onesnaževalo je kemikalija, ki v 
okolju povzroča škodo, prisotna je v višjih koncentracijah, kot je naravno ozadje. 
Kontaminant pa je kemikalija, ki v okolju ne povzroča škode (Walker in sod., 2006). 
Onesnaževala imajo zelo raznolike biološke učinke na organizme in eden od njih je tudi 
genotoksičnost, ki sem jo preučevala v diplomski nalogi. Tržaški zaliv je plitvo in zelo 
občutljivo vodno telo zaradi svojih oceanografskih in geografskih lastnosti. Celotna 
obala Tržaškega zaliva je gosto naseljena in precej industrializirana ter obremenitve, ki 
so posledica človekove dejavnosti, so precejšnje (gradbeništvo, pomorstvo, turizem, 
promet, marikultura, …). Zaradi severnejše lege in plitvosti so temperaturna nihanja v 
Tržaškem zalivu velika. Temperatura pa je zelo pomemben dejavnik, ki vpliva na 
organizme (na distribucijo vrst, fiziološke procese, privzem onesnaževal, …).  
 
Izmerjena temperatura morske vode v globini 1 m na mareografu v Kopru med leti 
1958 in 2011 se giblje v povprečju med 8,3 °C v februarju in 24,5 °C v avgustu. V 
zadnjih nekaj letih pa so bile zabeležene tudi izjemno visoke temperature (28 °C v 
poletju 2012). Temperaturna stratifikacija v vodnem stolpcu je razvita pomladi in poleti, 
proti koncu poletja pa se temperatura izenači po celotnem stolpcu. Največje 
temperaturne razlike so med posameznimi vodnimi sloji običajno prisotne od meseca 
maja do julija. Močna burja lahko v nekaj urah premeša celoten vodni stolpec in v nekaj 
dneh se lahko zamenja celotna vodna masa v zalivu. Čas izmenjave vodne mase v 
Tržaškem zalivu je 10 do 22 dni. Slanost v povprečju v Tržaškem zalivu znaša med 33 
‰ in 38 ‰, zaradi obilnih padavin se lahko zniža pod 35 ‰. Zaradi dotoka sladke vode 
se slanost zmanjšuje od jugovzhoda proti severozahodu (Rejec Brancelj, 2003). 
 
Velik vpliv imata reka Soča in Pad, prva prinaša predvsem živo srebro (Hg), Pad pa 
velike količine hranil in onesnažene vode (industrijske, komunalne odplake, odplake iz 
kmetijstva: gnojila in pesticidi). Poleg omenjenih rek, ki imata na onesnaženje v zalivu 




zaliv, ter Strunjanski potok. Piranski zaliv je bogat s pritoki sladkovodnih rek Dragonje 
in Drnice ter Jernejevega potoka. Vse zgoraj omenjene reke so ob močnih deževjih 
hudourniške vode, v katere se spirajo onesnaževala iz najrazličnejših površin. 
 
Obalno območje je pod močnim pritiskom zaradi razvoja, hitre rasti prebivalstva, 
razvoja poslovnega sektorja (promet, trgovina, turizem, predelovalna dejavnost, 
kmetijstvo v zaledju). Glavne industrijske dejavnosti v obalni regiji so predelovalna 
industrija kovin, avtomobilska industrija, proizvodnja kemikalij in živilska industrija, ki pa 
so se v zadnjem desetletju zmanjšale. Glavni onesnaževalci morja so izpusti iz čistilnih 
naprav, industrije, kmetijstva in komunalnih odplak (delno obdelane industrijske in 
komunalne odpadne vode), ki v morje pridejo z izlivi rek (Vlada Republike Slovenije, 
Načrt zaščite in reševanja ob nesreči na morju, julij 2011). 
 
Poleg onesnaževanja s kopnega je potrebno omeniti še ladijski promet, ki je v 
Tržaškem zalivu zelo gost in zelo pomembna plovna pot za nafto in njene derivate, 
kemikalije ter ostale nevarne in manj nevarne tovore, ki jih v severno−jadranskih 
pristaniščih (Benetke, Trst, Koper, Reka) natovarjajo, skladiščijo in pretovarjajo. 
Največja možna nevarnost za onesnaženje katastrofalnih razsežnosti preti zaradi 
velikih tankerjev, ki plovejo le tri do pet km od naše obale in iz velikih skladišč nafte in 
naftnih derivatov ter kemikalij na priobalnih lokacijah. Poleg možnosti za nasedanje, 
trčenje, požarov in eksplozij na ladjah, obstaja tudi velika nevarnost izlitij pri 
manevriranju ladij in natovarjanju in raztovarjanju tovora ali goriva. Možni viri nenadnih 
onesnaženj našega morja ter obalnega pasu z nafto, naftnimi derivati in drugimi 
nevarnimi snovmi v pomorskem prometu in na obalnih objektih so predvsem naslednji:  
 
 tovori nafte, letno 30 do 31 milijonov ton in drugih nevarnih snovi, ki se jih pretovori v 
pristanišču v Trstu; 
 tovori nafte in derivatov, ki se pretovorijo v Luko Koper, približno 1 do 2 milijona ton 
letno (tankerji do 60.000 ton);  
 prevozi kemikalij in posebnih tovorov v Luko Koper, ali pa iz Luke Koper po morju 
drugam;  
 izpuščanje odpadnih olj iz ladij, ki plujejo v ali iz pristanišč (nenamerno ali iz 
malomarnosti); 
 manjša, vendar pogosta onesnaženja zaradi spiranja delovnih površin v pristaniščih in 
na ladjah (URSZR, 2011). 
 
Pomorski promet je na tem območju gost predvsem zaradi pristanišča v Kopru z več 
kot sedmimi milijoni ton letnega prometa. V Luki Koper se na osmih specializiranih 
terminalih opravlja pretovor splošnih tovorov, zabojnikov, avtomobilov, lesa, sipkih 
tovorov, rud in premoga. Najbolj obremenjeno območje je notranjost Koprskega zaliva, 
h kateremu prispevata svoj delež Rižana in Badaševica z nekaterimi neposrednimi 
iztoki odpadnih voda iz naselij in industrije. Kot posledica vplivov pomorskega prometa 
in navtičnega turizma so bile ugotovljene vsebnosti ogljikovodikov in policikličnih 
aromatskih ogljikovodikov v sedimentu, ki kažejo na zmerno onesnaženost morskih 
sedimentov slovenskega morja. Onesnaženost morskega dna (sedimenta) z alifatskimi 
in aromatskimi ogljikovodiki (AH, PAH), ki ga letno izvaja MBP, spremljajo v marini 
Portorož, ustju reke Rižane, sredini Koprskega in Piranskega zaliva, pred Debelim 
rtičem, sredi Tržaškega zaliva ter mestih, ki so izpostavljena večjemu ladijskemu 
prometu. Tako kot pretekla leta so tudi v letu 2011 koncentracije alifatskih 




Izmerjene koncentracije policikličnih aromatskih ogljikovodikov so bile v letu 2011 
pričakovano najvišje v portoroški marini in v koprskem pristanišču. Na vseh postajah 
prevladujejo ogljikovodiki s 4−5-imi aromatskimi obroči, višje so koncentracije 
fluorantena in pirena. V koprskem pristanišču precej izstopajo koncentracije krizena. 
Prevladujoči izvor policikličnih aromatskih ogljikovodikov je pirogeni, z manjšim 
prispevkom petrogenega. To kaže na pomemben vpliv pomorskega prometa in bližine 
obalnih mest, ki še vedno v veliki meri v zimskem času uporabljajo fosilna goriva za 
ogrevanje (http://www.arso.gov.si/vode/morje/Barcelonska%202008.pdf). 
 
Perilen, s petimi aromatskimi obroči, spada med najpomembnejše PAH-e, ki jih 
najdemo v okolju v sedimentu (Bajt, 2012; Notar in sod., 2011). V tkivu školjk so 
najvišje koncentracije PAH-ov z več aromatskimi obroči (fluoranten, piren in benzo, 
dibenzo in indeno derivati antracena, fluorantena in pirena) zaradi njihove večje 
obstojnosti v naravnem morskem okolju (Bajt, 2012). 
 
V Tržaškem zalivu je prisotno tudi močno organsko onesnaženje, ki ga povzročajo 
predvsem reke, ki s seboj prinašajo ogromne količine hranil oz. nutrientov (nitrati, 
fosfati, detergenti, ...).  
 
Velik problem še vedno predstavljajo visoke koncentracije živega srebra, ki prihajajo v 
morje z izlivom reke Soče. Po ocenah so v obdobju 500-letnega delovanja rudnika 
izkopali 12 500 000 ton rude, od tega so prodali 107 000 ton živega srebra; v okolje pa  
se je izgubilo 37 000 ton živega srebra (Dizdarevic, 2002). Vsako leto se v Tržaški zaliv 
nateče okrog tono in pol živega srebra (Širca in Rajar, 1997). Raziskave so pokazale, 
da se kljub temu, da je rudnik zaprt že več kot 10 let, koncentracije živega srebra v 
vodi, rečnih plavinah in sedimentu na dnu Tržaškega zaliva niso bistveno znižale 
(Horvat in sod., 1999). Območja z velikim tveganjem vsebujejo koncentracije večje od 
0,2 µg/g Hg, kar pomeni, da je kontaminiran večji del Tržaškega zaliva, razen pas 
širine približno ene morske milje ob slovenski obali. Višje koncentracije v vodi so na 
površini kot pri dnu. Nasprotno velja za metil živo srebro, katerega koncentracije so pri 
dnu okrog 10-krat višje kot na površini (60 pg/L) (Covelli in sod., 2006). Koncentracije 
živega srebra tako v vodi kot v sedimentu so ob izlivu reke Soče, koncentracija živega 
srebra v sedimentu pada z oddaljenostjo od izliva. V letih od 1990 do 1999 so bile v 
Tržaškem zalivu na različnih lokacijah opravljene meritve koncentracij celokupnega 
živega srebra, skupnega raztopljenega živega srebra, celokupnega in raztopljenega 
metiliranega živega srebra. Na osnovi meritev je bila narejena masna bilanca 
metiliranega živega srebra (MeHg) in sicer naj bi reka Soča letno prinesla 1,5 t MeHg 
vezanega na delce ter 0,14 t raztopljenega MeHg. S sedimentacijo naj bi izgubili 24 kg 
na leto, torej mora MeHg nastajati v Tržaškem zalivu in sicer z resuspenzijo gre v vodni 
stolpec 114 kg MeHg na leto, tako za odtok v Severni Jadran ostane 1,4 kg na leto 
(Faganeli in sod., 2003). 
 
 
2.2 GENOTOKSIČNE SNOVI V MORJU 
 
Genotoksičnost pomeni poškodbo genetskega materiala (DNK, kromosomi) zaradi 
fizikalnega ali kemijskega agensa, ki je sposoben povzročiti mutacije in druge genetske 
spremembe v celicah živih organizmov. Genotoksičnost pomeni nastanek sprememb v 
DNK zaradi vezave snovi ali njihovih presnovnih produktov na DNK, ki nato povzročijo 
poškodbe v DNK. Te poškodbe lahko popravljalni mehanizmi popravijo, kadar pa 
ostanejo poškodbe v DNK nepopravljene, le-te vodijo v nastanek mutacij. DNK je 




trajna, pomeni nastanek mutacije, ki pa lahko povzroči ali ima izjemno hude posledice 
(npr. nastanek rakastega tkiva). Genotoksične snovi reagirajo z DNK ali s celičnimi 
mehanizmi, ki zagotavljajo natančno podvajanje celičnega genoma (Tweats, 1995). 
Genotoksične snovi povzročijo različne vrste poškodb, ki sta jih Lee in Steinert (2003) 
razdelila v štiri razrede:  
(1) kemikalije, ki delujejo neposredno na DNK,  
(2) kemikalije, katerih njihovi metaboliti oz. stranski produkti povzročajo poškodbe 
DNK,  
(3) kemikalije, ki povečujejo proizvodnjo reaktivnih kisikovih spojin (ROS), in  
(4) kemikalije, ki zavirajo sintezo DNK in blokirajo DNK popravljalne obrambne 
mehanizme. 
 
Najpogostejše velike spremembe so anevploidija (izguba ali povečano število 
kromosomov), klastogeneza (sprememba v strukturi kromosomov). Točkaste mutacije 
pa so izpadi baz, dodajanje ali zamenjava baznih parov. Snovi povzročijo nastanek 
mutacij, ker se vežejo neposredno na DNK ali na beljakovine, ki sodelujejo pri 
popravljanju nastalih poškodb DNK (v organizmu nenehno spontano nastajajo 
mutacije, ki se večinoma popravijo brez škode za organizem). Lahko pa mutagena 
snov vpliva na beljakovine, ki zagotavljajo pravilno podvajanje DNK in tako povzroči 
nastanek mutacij. Če se veže na delitveno vreteno celice, se po celični delitvi 
kromosomi ne razdelijo pravilno med dvema hčerinskima celicama, posledica česar je 
premalo število kromosomov v eni novo nastali celici in povečano število kromosomov 
v drugi. Znano je tudi, da lahko kombinacija dveh snovi, ki sami sicer ne delujeta 
mutageno, povzroči nastanek mutacij in o skupnem genotoksičnem delovanju različnih 
toksičnih snovi žal nimamo podatkov. Genotoksične snovi glede vpliva na DNK so 
lahko karcinogene (nastanek raka), mutagene (izzovejo mutacije) in teratogene 
(poškodbe na zarodku in potomcih). Stopnja genotoksičnosti se izkazuje kot 
odstotkovno razmerje med številom celic brez poškodovanih kromosomov in številom 
celic s poškodovanimi kromosomi (Manahan, 2005). 
 
Genotoksični dejavniki nimajo praga delovanja, kar pomeni, da tudi zelo majhne 
koncentracije lahko povzročijo genetske poškodbe in posledično mutacije ter rakava in 
druga kronična obolenja (Filipič, 2004). Raziskovalci so našli odstopanja od 
Paracelsusovega aksioma, ki pravi, da povečana koncentracija toksina (doza/ 
odmerek) premo sorazmerno poveča njegov učinek (odgovor), kar ne drži pri 
genotoksičnih kemikalijah, ki lahko že v najmanjših koncentracijah nepovratno 
poškodujejo človekov dedni zapis. Ker genotoksične snovi nimajo praga delovanja 
(NOEC), zanje seveda ni varnih odmerkov (Manahan, 2005). 
 
Mutacija je trajna sprememba v strukturi ali količini genskega materiala organizma. To 
pomeni spremembo gena ali skupine genov, spremembo v strukturi kromosoma 
(strukturne kromosomske aberacije) ali števila kromosomov (numerične kromosomske 
aberacije). Mutacije, ki nastanejo v zarodnih celicah (jajčecih, spermijih), se lahko 
prenesejo na potomce (Tweats, 1995). Posledica mutagenega delovanja snovi v 
telesnih celicah je lahko transformacija normalne celice v rakavo in pojav tumorjev, saj 





Genotoksičnost povzročajo številna onesnaževala, ki so prisotna v našem okolju. 
Uporaba kemikalij hitro narašča, velikokrat sploh ne poznamo njihovega učinka oz. 
delovanja. Kemikalije v okolju razpadajo in se tudi razgrajujejo v organizmih, pri čemer 
nastanejo spet nove spojine, ki pa so lahko veliko bolj toksične in škodljive od prvotne 
spojine (npr. PAH so razmeroma neškodljivi, medtem ko so njihovi razgradnji produkti 
genotoksični in kancerogeni). Zmotno je tudi, da škodljive učinke obravnavajo 
posamično, kot da je spojina ločena od drugih škodljivih spojin, saj je v naravi 
večinoma prisotnih več toksičnih spojin skupaj. Večinoma še vedno študije ne 
obravnavajo sinergističnih učinkov onesnaževal v okolju, ampak so omejene na učinke 
posameznega onesnaževala, vendar nekatere raziskave jasno kažejo, da se lahko 
škodljivi učinki posamezne kemikalije med seboj seštejejo oz. v nekaterih primerih celo 
potencirajo. Učinek vsake kemikalije je odvisen od doze oz. koncentracije te snovi in 
časa, ki mu je določen organizem izpostavljen (akutna-kratkotrajna, kronična- 
dolgoročna izpostavljenost). 
 
Med najpomembnejšimi onesnaževali z genotoksičnim delovanjem so policiklični 
aromatski ogljikovodiki (PAH; npr. zelo razširjen benzo[a]piren (B[a]P)), poliklorirani 
bifenili (PCB), organoklorni pesticidi (npr. DDT) in težke kovine (svinec, kadmij, živo 
srebro). 
 
V diplomskem delu sem podrobneje navedla podatke o genotoksičnih snoveh, ki jih 
najdemo v morju. Podatke o njihovih koncentracijah sem pridobila iz Agencije 
Republike Slovenije za okolje (ARSO): težke kovine (kadmij in živo srebro), policiklične 
aromatske ogljikovodike (PAH), poliklorirane bifenile (PCB), nekatere pesticide in 
tributilkositrove spojine (TBT). S tem sem želela prikazati, katere znane genotoksične 
snovi so bile detektirane v slovenskem morju in kakšna je njihova koncentracija v vodi, 
sedimentu in organizmih ter da bi dobili vpogled v obremenjenost morskega okolja s 
temi snovmi in njihovimi biološkimi učinki (genotoksičnostjo). 
 
2.2.1 Policiklični aromatski ogljikovodiki (PAH) 
 
Policiklični aromatski ogljikovodiki (PAH) je ime za več kot 100 različnih organskih 
spojin z dvema ali več aromatskimi benzenovimi obroči, ki spadajo v skupino obstojnih 
organskih onesnaževal, t. i. POP (persistant organic polutants). PAH-i so zelo 
razširjene, povsod prisotne spojine, ki večinoma nastajajo pri nepopolnem izgorevanju 
fosilnih goriv, organskih materialov, lesa in kurilnega olja. Onesnaževanje s temi 
snovmi vsako leto narašča, predvsem kot posledica človekovega delovanja 
(izgorevanje fosilnih goriv, razlitja nafte). Prisotni so v morjih in oceanih po vsem svetu, 
v morsko priobalno območje vstopajo z razlitji nafte, z industrijskimi odplakami, 
padavinami in odtoki iz mest (Sharma in sod., 1997). Naravni viri PAH-ov vključujejo 
gozdne požare, vulkanske izbruhe, naravne izvire nafte. 
 
PAH-i so zelo slabo topni v vodi, lipofilni in topni v mnogih organskih topilih (Menichini 
in Bocca, 2003), so slabo hlapni in v naravi zelo obstojne spojine. V zraku in vodi 
razpadajo predvsem s fotolizo, razpolovni čas v zraku je do 30 dni, v čisti vodi nekaj ur, 
mnogo bolj obstojni so v delu sediment−voda. Zaradi njihove nizke vodotopnosti in 
hidrofobnosti se PAH-i v morskem okolju hitro vežejo z organskimi in anorganskimi 
delci v suspenziji in se nalagajo v sedimentih. Na delce vezana onesnaževala se 
kopičijo v sedimentih, ki na ta način postanejo rezervoar strupenih in genotoksičnih 
snovi, ki nenehno ogrožajo zdravje in obstoj morskih združb (Bihari in sod., 2006). 





Za okolje so nevarni, ker pri razgradnji nastanejo karcinogeni, teratogeni in mutageni 
derivati, kot so dioli in epoksidi (Baird, 1995). Zaradi različne strukture imajo spojine 
PAH-ov različno presnovo in karcinogenost. Genotoksično delovanje je posledica 
biotransformacije v reaktivne metabolite. Genotoksičnost sedimentov zaradi kopičenja 
PAH-ov ovrednotimo s testi genotoksičnosti in mutagenosti sedimentov (Chen in White, 
2004) in s poškodbami DNK iz organizmov, ki živijo v okoljih z onesnaženimi sedimenti. 
V telo se absorbirajo preko dihal, prebavil in kože ter se porazdelijo po celem telesu. 
 
Koncentracije skupnih PAH-ov, ki so bili izmerjeni v slovenskem morju, so od 330 ng/g 
mokre teže sedimenta do 1173 ng/g mokre teže sedimenta. Policiklični aromatski 
ogljikovodiki so večinoma pirogenega izvora (gorenje fosilnih goriv), med PAH-e 
uvrščamo naslednje spojine: naftalen, 1-metilnaftalen, 1-etilnaftalen, acenaften, 
acenaftilen, fenantren, antracen, fluoren, 1-metilfenantren, 2-metilfenantren, fluoranten, 
piren, 3,6-dimetilfenantren, 1-metilpiren, krizen, benzo[a]antracen, benzo[b]fluoranten, 
benzo[k]fluoranten, benzo[e]piren, benzo[a]piren, indeno[1,2,3-c,d]piren, 
dibenzo[a,h]antracen in benzo[g,h,i]perilen. 
 
2.2.2 Poliklorirani bifenili (PCB) 
 
Poliklorirani bifenili (PCB) so, tako kot PAH-i, prednostna organska onesnaževala, ki 
sodijo v skupino obstojnih onesnaževal (POP) po Stockholmski konvenciji. Med PCB-je 
sodi 209 spojin z različno biološko aktivnostjo in toksičnostjo, odvisno od števila in 
položajev klorovih atomov v molekuli. Velike količine PCB-jev pridejo v okolje z 
uhajanjem, odlaganjem in evaporacijo. PCB-ji so v vodnih okoljih zaradi hidrofobnega 
značaja, nizke topnosti v vodi in dolgotrajnega učinka nagnjeni h kopičenju v 
sedimentih in organizmih (Smedes in de Boer, 1997). 
 
PCB-ji so ksenobiotiki, kar pomeni, da te spojine v naravi niso nikoli obstajale in so 
sintetične. Zaradi razlik v obliki molekul se vsaka molekula PCB obnaša drugače. 
Razlikujemo težko in lažje klorirane PCB, odvisno od koncentracije klora, ki ga vstavijo 
pri proizvodnji. PCB-ji so mešanica številnih homologov in izomerov, vendar se najbolj 
pogosto uporablja tehnološki PCB, ki vsebuje klor od 42 % do 60 % teže molekule. Pri 
sintezi PCB nastajajo dioksini in dibenzofurani, ki veljajo za najbolj toksične spojine na 
svetu. Zaradi svojih zelo dobrih tehnoloških lastnosti so bili PCB-ji v široki uporabi, še 
posebno v industriji kot: dielektrična sredstva za transformatorje, motorne in 
energetske kondenzatorje, kondenzatorje za razsvetljavo, sredstva za termoizolacijo, 
sredstva za maziva (hidravlična olja, mazila za črpalke), dodatki za plastične mase,  za 
barve, lake, lepila, sukanec, kavčuk, tekstil, papir, dodatki pri pripravi pesticidov in 
insekticidov itd. (Manahan, 2005).  
 
PCB-ji lahko zaidejo v zrak, vodo in tla med njihovo izdelavo, uporabo ali preko 
različnih nesreč. Najpogosteje pridejo v vodo z industrijskimi odplakami ter odpadnimi 
napravami, ki vsebujejo te okolju nevarne snovi. Tako se kopičijo v mulju, sedimentih 
rek in morij. Od tu pridejo v vodne organizme in preko prehranjevalne verige 
(biomagnifikacija) še v ostale organizme. Ker so PCB-ji izredno toksični, so njihovo 
uporabo sredi osemdesetih let v Sloveniji prepovedali, vendar so zaradi svoje 
obstojnosti ter nagnjenosti h kopičenju v sedimentih in organizmih še vedno prisotni v 
okolju in v organizmih iz kontaminiranih območij. Ultravijolično sevanje PCB-jev 





V organizme vstopajo skozi prebavila (z onesnaženo hrano), dihala in kožo. Več kot 90 
% PCB-jev pride v telo s prehrano, le 10 % z vdihavanjem zraka. 
 
V Sloveniji je v uporabi 118503 kg PCB-jev, večinoma v transformatorjih in 
kondenzatorjih, ki so še vedno v uporabi. 9 % celotnih PCB-jev, kar znaša 10765 kg, ki 
se nahajajo v različnih napravah, je prisotnih na slovenski obali in v njenem porečju 
(Gosar in Muri, 2005). 
 
2.2.3 Težke kovine 
 
Težke kovine so navzoče povsod v okolju kot posledica naravnih in človeških 
aktivnosti, kot so odlaganje odpadkov, uporaba gnojil, svinčenih cevi za pitno vodo, 
pesticidov ter taljenje rude. Tako jih lahko najdemo v zraku, prašni usedlini, zemlji, vodi 
in v drugih elementih okolja. Najpogostejše težke kovine so svinec (Pb), kadmij (Cd), 
živo srebro (Hg), baker (Cu), nikelj (Ni), krom (Cr), aluminij (Al), cink (Zn), kositer (Sn).  
 
Težke kovine se dobro kopičijo v mehkužcih zaradi filtratorskega načina 
prehranjevanja, prav tako so mehkužci pogosto tolerantni na višje koncentracije kovin v 
tkivih. Kovine so v tkivih mehkužcev shranjene kot anorganski precipitati, in v 
lizosomih. Metalotioneini so zaščitne beljakovine na katere se vežejo kovine in ob 
onesnaženju se sinteza teh beljakovin hitro poveča.  
 
2.2.3.1 Živo srebro (Hg) 
 
Zaradi specifičnih kemijskih pretvorb in prenašanja velja živo srebro (Hg) za lokalno, 
regionalno in globalno onesnaževalo. Živo srebro se lahko v okolju spremeni v metil 
živo srebro, svojo najbolj strupeno pojavno obliko. Metil živo srebro se nalaga v   
organizmih v vodnih ekosistemih. Elementarno živo srebro metilirajo sulfat reducirajoče 
bakterije v sedimentu in kadar nastane anoksija ob poletni razslojenosti vodnega 
stolpca lahko pride do poslabšanja kvalitete vode v Tržaškem zalivu zaradi sproščanja 
živega srebra v vodni stolpec. Prevladujoča oblika sproščanja živega srebra je 
monometil živo srebro ((CH3)Hg), ki se kopiči v organizmih in z uživanjem morske 
hrane doseže človeka. Razmerje med procesom metilacije in demetilacije Hg je 
pomembno za količino biološko dostopnega metilnega živega srebra. 
 
V Strunjanskem zalivu je bila izmerjena koncentracija živega srebra v sedimentu med 
0,533 mg/kg in 0,15 mg/kg, medtem ko so vrednosti živega srebra v morski vodi v  
razponu med 0,4 μg/L do 0,00109 μg/L. Ravno tako so bile merjene koncentracije 
živega srebra v sedimentu v Piranskem zalivu, in so v razponu med 0,136 mg/kg in 
0,095 mg/kg, v tem zalivu pa so izmerili tudi koncentracijo v morski vodi, ki znaša med 
0,1 μg/L in 0,00045 μg/L (ARSO, 2010). 
 
Koncentracije živega srebra so v vodi Tržaškega zaliva najvišje ob izlivu reke Soče. 
Višje koncentracije so na površini kot pri dnu. Nasprotno velja za metil živo srebro, 
katerega koncentracije so pri dnu okrog 10-krat višje kot na površini (60 pg/L) (Covelli 






2.2.3.2 Kadmij (Cd) 
 
Je kovina, naravno je prisoten v različnih spojinah v zemeljski skorji, ima dolgo 
razpolovno dobo in se kopiči v rastlinah in v živalih. Naravni izvori kadmija v atmosferi 
so vulkanske aktivnosti, gozdni požari in prenašanje zemljinih delcev z vetrom. 
Antropogeni viri kadmija pa so posledica uporabe in predelave kovin, taljenje bakra in 
niklja, zgorevanje fosilnih goriv in uporaba fosfatnih gnojil, ki lahko vsebujejo visoke 
koncentracije kadmija. Uporablja se v kovinski industriji in industriji plastike, v 
proizvodnji baterij, keramike, pigmentov. V zemlji je relativno mobilen, v zraku je 
pogosto vezan na delce. V okolje pride preko odpadnih vod, gnojil, zgorevanja fosilnih 
goriv, odpadkov. Lahko pronica v podzemno vodo ali se veže v sedimentu. Topnost oz. 
mobilnost povečuje zmanjšan pH. Glavna izpostavljenost je hrana. Kadmij je po 
mnenju mednarodne agencije za raziskave raka in Ameriškega nacionalnega 
toksikološkega programa klasificiran kot rakotvorna snov za ljudi, ta klasifikacija temelji 
na podatkih, pridobljenih v več študijah, ki so povezane s poklicno izpostavljenostjo 
kadmiju in razvojem raka na pljučih pri ljudeh. Trenutni rezultati kažejo, da 
izpostavljenost kadmiju povzroča genomske nestabilnosti, ki se nanašajo na kopičenje 
sprememb v genomu med življenjskim ciklom celic, ki se šteje za glavno gonilno silo pri 
karcinogenezi. Odmerek kadmija ne povzroči direktne poškodbe DNK, vendar pa 
povzroča povečanje reaktivnih kisikovih spojin, ki poškodujejo DNK in vplivajo na 
signalizacijo celic. Kadmij zavira DNK popravljalne mehanizme, kar vodi v celično smrt 
(apoptozo), lahko pa se kopičijo celice z nepopravljenimi poškodbami DNK, kar poveča 
stopnjo mutacije in genomskih nestabilnosti. Eksperimentalni rezultati kažejo, da 
kadmij povzroča genotoksične učinke zaradi znotrajceličnega nastajanja reaktivnih 
kisikovih spojin (Filipič, 2011). 
 
2.2.4 Tributilkositrove spojine (TBT) 
 
Slovensko morje je po podatkih ARSO prekomerno onesnaženo s tributilkositrovimi 
spojinami. Omenjene spojine so v preteklosti uporabljali v zaščitnih premazih proti 
obraščanju ladij, podvodnih objektov in hladilnih sistemov. Zaradi velike toksičnosti že v 
majhnih koncentracijah, pa je v Sloveniji njihova uporaba v te namene od leta 2006 
prepovedana. Koncentracija TBT v morski vodi v slovenskem morju izmerjena v letih 
od 2005 do 2006 je bila od <0,47 ng Sn/L do 90 ng Sn/L (Milivojevič Nemanič in sod., 
2009). Kasneje izmerjena koncentracija TBT v letu 2009 je znašala od <0,15 ng Sn/L 
do 16,5 ng Sn/L (Vahčič in sod., 2011). V klapavicah so izmerili v letih 2005 in 2006 od 
50 do 500 ng Sn/g suhe teže (Milivojevič Nemanič in sod., 2009). 
 
Evropska skupnost je leta 2007 določila okoljske standarde glede dopustnih 
koncentracij TBT in njegovih razgradnih produktov v morju, od takrat tudi pri nas merijo 
koncentracije TBT v morju. Zaradi toksičnosti je le-ta izredno nizek (0,2 ng 
tributilkositrovega kationa/L). Mednarodna pomorska organizacija je od leta 2003 dalje 
prepovedala uporabo TBT v državah Evropske skupnosti in drugje po svetu. Prisotnost 
teh spojin v morju je tudi odraz uporabe v preteklosti, saj se je v poznih šestdesetih in 
sedemdesetih letih TBT dodajal kot biocid v zaščitne premaze proti obraščanju ladij. 
 
TBT se veže na delce in se akumulira v sedimentih, kjer ga mikroorganizmi metilirajo in 





Lahko ga uvrstimo med hormonske motilce, pojavljajo se težave v razvoju spolnega 
sistema pri nekaterih vrstah morskih polžev, pri katerih snov tributilin povzroča razvoj 
moških spolnih organov pri samicah polžev- imposex in tako preprečuje njihovo 
normalno razmnoževanje. Kot indikatorski organizmi so primerni polži npr. v 
Sredozemskem morju čokati volek (Hexaplex trunculus), ki so med najbolj razširjenimi 
vrstami polžev v Sredozemskem morju in so se zato izkazali za primerne pri 
biomonitoringu tovrstnega onesnaženja. Vsekakor je biomonitoring onesnaženja s TBT 
treba nadaljevati tako v Jadranskem morju kot v preostalih predelih Sredozemskega 
morja za natančno ovrednotenje bioloških učinkov. Imposex je biomarker onesnaženja 
z organokositrovimi spojinami, saj je akumulirana koncentracija TBT v polžih v pozitivni 
korelaciji s stopnjo imposexa (Garaventa in sod., 2007). 
 
 
2.3 MIKRONUKLEUSNI TEST 
 
Mikronukleusni test je preprost in enostaven test ter zelo uporabna metoda za 
ugotavljanje trajnih genotoksičnih sprememb v živalih, ki se dogajajo zaradi 
onesnaženosti okolja z genotoksičnimi spojinami. Mikronukleusi so majhna sekundarna 
jedra v celici, ki so manjša in jasno ločena od jedra. Mikronukleusi nastanejo zaradi 
napak med delitvijo celic in sicer zaradi napak v delitvenem vretenu. To so deli 
kromosomov ali celotni nepravilno razdeljeni kromosomi, ki se ob delitvi niso pravilno 
vključili v jedro. V anafazi se del kromatina ni pravilno razporedil zaradi prelomov v 
kromosomih ali zaradi okvarjenega delitvenega vretena (Brunetti in sod., 1992). 
 
Večje število mikronukleusov pomeni večje koncentracije genotoksičnih snovi, ki 
povzročajo kromosomske poškodbe (Heddle in sod., 1983) in so prisotne v morju, od 
koder izvira testni organizem. Z mikronukleusnim testom zaznavamo snovi v okolju, ki 
povzročajo strukturne in številčne poškodbe kromosomov (klastogene in anevgene 
snovi). Mikronukleusni test je pokazatelj nakopičenih genetskih poškodb med 
življenjsko dobo celic, ena izmed najbolj primernih metod za identifikacijo celovitega 
odziva kompleksnih mešanic onesnaževal. Najprimernejši in najpogostejši morski 
organizmi, ki jih uporabljamo za izvedbo mikronukleusnega testa in študij genotoksičnih 
učinkov onesnaženosti vodnega okolja, so ribe in školjke (Bolognesi in Hayashi, 2011).  
 
Test je bil sprva razvit kot in vivo test mutagenosti za odkrivanje kromosomskih mutacij 
v študijah sesalcev. Študije so potrdile mikronukleuse kot primeren biomarker 
genotoksičnosti za številne vretenčarje in nevretenčarje (Bolognesi in Hayashi, 2011). 
Pogostost mikronukleusov pomeni odziv na izpostavljenost genotoksičnim snovem in 
se šteje kot primeren indeks za genetske okvare v življenjski dobi celic. Glede na 
življenjsko dobo celic in na stopnjo mutacij v določenem tkivu, lahko pojav 
mikronukleusov pomeni zgodnje opozorilne znake kumulativnega stresa (Bolognesi in 
Hayashi, 2011). V biomonitoringu se mikronukleusni test izvaja na organizmih, ki so 
izbrani kot tarčni organizmi in v katerih dobro poznamo biološke učinke onesnaževanja 







2.3.1 Uporaba mikronukleusnega testa v biomonitoringu 
 
Poleg mikronukleusov se pojavljata še dve nepravilnosti oz. poškodbi v jedru in to sta 
nastanek brstov v jedru in celice z dvema jedroma. V epiteliju škrg najdemo celice z 
brstom, to so celice, v katerih je jedro povezano z brstom, z »mostom«, ki je praviloma 
ožji od brsta. Brst je po strukturi in intenzivnosti obarvanja enak kot jedro. Mehanizmi, 
ki vodijo v nastanek jedra z brstom, niso točno znani, lahko so povezani z DNK 
popravljalnimi mehanizmi. Epitelijske celice z dvema jedroma imajo večjo citoplazmo v 
primerjavi z normalnimi celicami in vsebujejo dve jedri. Jedri sta morfološko enaki kot 
pri normalnih celicah, lahko sta si zelo blizu in se včasih celo dotikata. Te celice lahko 
nastanejo zaradi neuspešne citokineze, ki je najverjetneje posledica izpostavljenosti 
toksičnim onesnaževalom (Bolognesi, 2012). 
 
Zaradi naraščanja onesnaženosti morskega okolja in pomena genetskih poškodb na 
morskih organizmih tako iz ekoloških, kot tudi iz ekonomskih razlogov, je nujno 
potrebno nadzirati obseg takšnih poškodb. Zaradi primerljivosti in ponovljivosti je 
potreben standardiziran protokol za mikronukleusni test, ki je primeren za uporabo na 
čim večjem številu organizmov. Mikronukleusi so vidni v katerikoli vrsti celic, tako v 
telesnih kot zarodnih celicah, zato se lahko mikronukleusni test izvaja v kateremkoli 
tkivu. Pri školjkah se test izvaja na hemocitah iz hemolimfe in na agranuliranih epitelnih 
celicah škrg. V biomonitoringu moramo poznati, kakšna je naravna ali bazalna 
frekvenca mikronukleusov, ki nam potem služi kot merilo za vrednotenje. Za 
opredelitev naravne frekvence mikronukleusov lahko vzamemo vrednosti iz 
neonesnaženega okolja, vendar žal to velikokrat ni več možno. Mejna vrednost za 
povečano frekvenco mikronukleusov je podana kot vrednost, ki je višja od 90 percentila 
naravnega ozadja (ICES, 2011). 
 
Na pogostnost pojavljanja mikronukleusov posredno vplivajo še drugi abiotski 
dejavniki, vendar vpliv abiotskih dejavnikov ne prekrije delovanja onesnaževal. Številne 
študije so pokazale, da je frekvenca mikronukleusov v školjkah povezana s 
temperaturo vode (Brunetti in sod., 1992). Zvišanje temperature vode od 4 °C do 37 °C 
poveča sposobnost privzemanja genotoksičnih spojin in zaradi tega narastejo 
poškodbe DNK (Buschini in sod., 2004). Poleg tega so pri višjih temperaturah 
številčnejše mitoze. Višja temperatura vode povzroči rast organizma in razmnoževanje, 













3 EKSPERIMENTALNI (PRAKTIČNI) DEL 
 
 
3.1 METODE DELA IN POSTOPKI 
 
3.1.1 Vzorčna mesta 
 
Vzorčenje sem opravila na štirih vzorčnih mestih ob slovenski obali: v Koprskem zalivu 
(mestno pristanišče), Strunjanskem zalivu (školjčišče), v Piranskem zalivu (školjčišče, 
vplivno območje reke Dragonje) in na oceanografski boji Vidi. Za referenčno postajo 
smo izbrali školjčišče v Strunjanskem zalivu. Vzorčni mesti v Strunjanskem in v 
Piranskem zalivu sta znotraj območja, namenjenega za vzgojo školjk in rib. Vzorčna 
mesta so prikazana na Sliki 1, to so vzorčna mesta za ugotavljanje vpliva onesnaženja 
na organizme (biomonitoring), ki ga izvaja Morska biološka postaja Piran; vanj so 
vključena tri merilna mesta; poleg Kopra (00TM) še školjčišči v Strunjanskem zalivu 
(0024) in v Piranskem zalivu (0035). Vzorčila sem na istih vzorčnih mestih, kot se 
uporabljajo za biomonitoring, ter na boji Vidi. 
 
 
Slika 1: Prikaz vzorčnih mest za biomonitoring ob slovenski obali (risba Tihomir 
Makovec). 
 











OD OBALE [m] 
  KOPER 
PRISTANIŠČE OOTM 46° 33,00′ 13° 43,36′ 1 
  STRUNJANSKI ZALIV OO24 45° 31,93′ 13° 55,40′ 600 
  PIRANSKI ZALIV OO35 45° 29,40′ 13° 35,00′ 300 





3.1.1.1 Vzorčno mesto 00TM − Koper pristanišče 
 
Prvo vzorčno mesto, ki sem ga izbrala, je bilo v Koprskem zalivu, pred vhodom v 
mestno pristanišče, takoj pri tržnici. Klapavice sem nabrala z ročnim grabilom na enem 
metru globine. Ob vzorčenju v jutranjem času so bile klapavice v času oseke izven 
vode. Shranila sem jih v hladilno torbo, da so med transportom ostale žive, in jih nato 
na Morski biološki postaji (MBP) premestila v akvarij s stalnim dotokom slane vode in 
kisika, kjer sem jih pustila nekaj dni, da sem analizirala osebke iz istega vzorčnega 
mesta. Osebke iz akvarija sem naključno izbrala za mikronukleusni test. Vsi pregledani 
osebki so bili približno enake velikosti in sicer okrog 5 cm. Pazila sem le na to, da so 
bile testirane klapavice zdravega izgleda in brez vidnih parazitov.  
 
 
Slika 2: Mestno pristanišče Koper (vzorčno mesto 00TM).  
 
 






3.1.1.2 Vzorčno mesto 0024 − Strunjanski zaliv 
 
Strunjanski zaliv, ki leži med Izolo in Piranom, je znano turistično obmorsko letovišče in 
pomembna turistična točka, posebno v poletnem času. Strunjanski zaliv so zaradi 
geoloških in geomorfoloških značilnosti, velike biotske pestrosti in zaradi ohranjene  
naravne obale leta 1990 zaščitili kot naravni rezervat. Na eni strani zaliva leži 
zdravilišče in počitniško naselje, na drugi strani pa se nahajajo soline. Znotraj 
osrednjega dela rezervata je prepovedana plovba na motorni pogon in sidranje. Na 
območju celotnega naravnega rezervata je prepovedano nabiranje vseh vrst morskih 
organizmov, gospodarski in negospodarski ribolov (z izjemo trnkarjenja), podvodne 
aktivnosti ter vsakršno onesnaževanje in povzročanje hrupa. Del območja je območje 
gojenja klapavic. Glavni vir onesnaženja tu predstavlja Strunjanski potok, ki teče ob 




Slika 4: Školjčišče v Strunjanskem zalivu (vzorčno mesto 0024). 
 
 
Slika 5: Strunjanske soline. 
 
V Strunjanskem zalivu je bilo vzorčno mesto gojišče školjk in s školjkami iz 
omenjenega školjčišča me je oskrbovalo družinsko podjetje Fonda.SI. Običajno so ob 
ponedeljkih zjutraj zaposleni z ladjami odšli do školjčišč, pobrali vrvi, na katerih rastejo 
klapavice, in mi jih v naslednjih urah že dostavili. Do analize sem jih shranila v akvariju. 





Slika 6: Klapavice v mrežah iz školjčišča v Strunjanskem zalivu. 
 
3.1.1.3 Vzorčno mesto 0035 − Piranski zaliv 
 
Piranski zaliv je 19 km² velik zaliv, ki je na severni strani omejen z Rtom Madona, na 
južni pa s savudrijskim rtom. Piranski zaliv se odlikuje po čisti vodi in močnem toku, ki 
teče vzdolž vzhodne jadranske obale proti severu. Na južni strani zaliva so na 
Hrvaškem zrasla turistična naselja, kot je Crveni vrh. V zaliv se izliva reka Dragonja, v 
katero se izlivajo kmetijske in komunalne odpadne vode iz celotnega zaledja. Ob izlivu 
v morje so obsežne in znane Sečoveljske soline, lokacija solin je izven vplivov velikih 
industrijskih centrov in v zavarovanem območju Krajinskega parka Sečoveljske soline. 
Tudi v Piranskem zalivu je območje gojenja klapavic.  
 
 
Slika 7: Sečoveljske soline in v ozadju gojišče školjk v Piranskem zalivu (vzorčno 
mesto 0035). 
 
S klapavicami iz školjčišča v Piranskem zalivu me je oskrbovalo podjetje Fonda.SI. 






3.1.1.4. Vzorčno mesto oceanografska boja Vida 
 
Poleg zgoraj opisanih treh vzorčnih mest sem kot zadnje vzorčno mesto izbrala 
oceanografsko bojo Vido. Vzorce klapavic iz boje lahko vzamemo kot ozadje in služi 
kot primerjava z rezultati iz ostalih treh obravnavanih vzorčnih mest, saj je boja 
oddaljena od obale proti odprtemu morju za 1,5 navtične milje in je tam vpliv s kopnega 
precej manjši in tudi manjše onenaženje. Vzorce klapavic iz boje so mi priskrbeli 
zaposleni na MBP. Klapavice so nabrali na približno 3 do 4 metrih globine. Tudi iz tega 
vzorčnega mesta sem analizirala pet naključno izbranih osebkov približno enake 
velikosti. 
 
Boja Vida se nahaja 1,23 navtične milje pred Piransko punto (Rt Madona), trup 
oceanografske boje je izdelan iz nerjavečega 6 mm železa, premer trupa je 2,5 m. 
Globina morja je na tej poziciji med 22 in 24 m. Oceanografska boja zbira množico 
podatkov z različnimi merilnimi instrumenti, ki so nameščeni na boji; podatki o 
temperaturi in relativni vlažnosti zraka, temperaturi in slanosti morske vode 2 m pod 
morsko gladino, temperaturi, tlaku in slanosti morske vode v globini približno 23 m, 








3.1.2 Kemijske analize izbranih onesnaževal 
 
Iz podatkovne zbirke ARSO sem pridobila podatke o izbranih onesnaževalih na 
vzorčnih mestih v Koprskem, Strunjanskem in Piranskem zalivu. Analizirala sem 
podatke o PAH-ih, težkih kovinah, pesticidih in tributilkositrovih spojinah (TBT). 
Podatkov o kemikalijah na vzorčnem mestu oceanografska boja Vida namreč ni. 
Podatki v Koprskem zalivu so bili pridobljeni v letih 2009 in 2010. Za vsako leto so 
podane povprečne vrednosti meritev, ki sem jih izračunala iz več meritev (običajno 2 
do 3 meritve letno, večinoma spomladi in jeseni). Meritve so bile opravljene v treh 
različnih komponentah: v morski vodi, v sedimentu in v klapavicah. Morsko vodo so 
vzorčili z Niskinovim vzorčevalnikom (rozeta), klapavice z ročnim grabilom in sediment 




Ogljikovodike v sedimentu so določali z metodo plinske kromatografije 
(UNEP/IOC/IAEA, 1992). Ogljikovodike, alifatske in aromatske so v školjkah določali po 
metodi UNEP−a (UNEP 1993). Kadmij (Cd) v vzorcih školjk so določili z metodo 
ETAAS pri optimalnih pogojih merjenja, analizni postopek za določitev omenjenih 
elementov so preverili z analizo referenčnega materiala školjk SRM 1566b Oyster 
tissue (NIST, Gaithersburg, MD, USA). Živo srebro (Hg) v vzorcih školjk so določili z 
metodo direktne analize živega srebra (Direct Mercury Analyser, DMA) (EPA 7473). 
Hlapi Hg(0) se zberejo na amalgamatorju in se po segrevanju desorbirajo v absorpcijsko 
celico. Vsebnost Hg se določi z absorpcijsko spektrometrijo pri 254 nm. Analizni 
postopek so preverili z analizo referenčnega materiala SRM 1566b Oyster tissue 
(NIST, Gaithersburg, MD, USA). 
 
Na vzorčnem mestu v Koprskem zalivu (00TM) so bile meritve onesnaževal (PAH-i in 
težki kovini kadmij in živo srebro) opravljene le v organizmih (klapavicah) v letih 2009 in 
2010.  
 
V Strunjanskem zalivu so bile v klapavicah izmerjene naslednje skupine onesnaževal: 
PAH-i v letih 2009 in 2010. V morski vodi so izmerili koncentracije težkih kovin (arzen, 
baker, cink, kadmij, krom, molibden, nikelj, svinec, srebro in živo srebro) v letih 2009, 
2010 in 2011. V sedimentu so izmerili Hg od leta 2009 do 2010, medtem ko so ostale 
kovine bile izmerjene v sedimentu le v letu 2011. TBT so izmerili v letu 2011 v morski 
vodi, sedimentu in klapavicah. Meritve v klapavicah so izvedli v letu 2009, 2010 in 
2011, in to samo za težki kovini, kot sta kadmij in živo srebro. 
 
V Piranskem zalivu so bile kemijske analize opravljene v letih 2009, 2010 in 2011 v 
morski vodi (za težke kovine−baker, cink, kadmij, kobalt, krom, molibden, nikelj, selen, 
svinec, srebro in živo srebro; za organoklorne pesticide−alfa, beta, gama, delta- 
heksaklorobenzeni). Za leto 2009, 2010 in 2011 so bile podane meritve za kadmij in 
živo srebro v sedimentu, za ostale kovine je bila podana koncentracija v sedimentu le 
za leto 2011. V klapavicah so bile izmerjene koncentracije kadmija in živega srebra v 
letih 2009, 2010 in 2011. Koncentracije TBT spojin v morski vodi, sedimentu in 





3.2.1 Bioindikatorski organizem klapavica  
 
Klapavice (Mytilus galloprovincialis) so morske školjke, ki živijo pritrjene na trdno 
podlago z bisusnimi nitmi, v pasu plime in oseke (pas bibavice) na zidovih, pomolih, 
stebrih, plovkah in povsod, kjer je morska voda polna planktona. Dobro je prilagojena 
na življenjske pogoje v pasu bibavice. V času oseke je lupina tesno zaprta in voda 
ostane v njeni notranjosti ter preide na anaerobni metabolizem. Prav tako lahko 
prenese visoke poletne temperature. Ob ugodnih pogojih hitro zrase do končne 
velikosti v enem do dveh let. Klapavica se hrani s planktonom in organskimi delci. Ti 
vstopijo skozi vhodni sifon in se nato ujamejo v sluz na škrgah ter nato potujejo do 
prebavne žleze. Skupaj s hrano se ujamejo tudi onesnaževala, umazanija in 




znotraj lupine kot zavese in nato skozi izhodni sifon iz telesa. Kroženje vode omogoča 
dihanje in hranjenje. Na sluz, ki prekriva škrge, se ujamejo delci iz morske vode, ki jih 
nato migetalke prenašajo proti prebavni žlezi (hepatopankreas), kjer poteka prebava. 
Klapavice imajo odprt krvožilni sistem, tekočino, ki se pretaka po njem, imenujemo 
hemolimfa. Spola sta ločena, oploditev poteka zunaj telesa. Spolno zrelost doseže pri 
petih – osmih mesecih (Gosling, 2003). 
 
Precej pogosta so umetna gojišča klapavic po celem svetu, zaradi velikega 
povpraševanja klapavic v prehranjevalne namene, saj so klapavice zaradi velike 
razširjenosti in nizke cene praktično dostopne vsakomur. Gojene klapavice živijo v 
veliko bolj kontroliranih razmerah v gojiščih−školjčiščih, pritrjene na gojitvene vrvi in 
mrežice, ki so obešene na plavajočih plovkah, le-te pa so urejene v lična gojitvena 
polja. Školjčišča so postavljena na skrbno izbranih od obale precej oddaljenih mestih, 
kjer je morje najčistejše in kjer so za njihovo rast ustrezni morski tokovi. 
 
Školjke so pogosto izbrana skupina za najrazličnejša testiranja oz. biomonitoring, 
preživijo tudi v precej kontaminiranem okolju in kopičijo različne organske kot tudi 
anorganske polutante. Zato so klapavice dobri bioindikatorji za spremljanje vodnih 
onesnaževal v obalnih vodah, poleg tega so zelo razširjene v obalnem pasu in jih je 
enostavno vzorčiti.  
 
3.2.2 Mikronukleusni test 
 
Za ovrednotenje mikronukleusov smo uporabili kriterije, ki jih predpisuje ICES 
(ICES/OSPAR SGIMC REPORT, 2011). Dobljene podatke smo uporabili za postavitev 
bazalne vrednosti mikronukleusov, ki pomeni običajno frekvenco mikronukleusov. Iz 
bazalne vrednosti mikronukleusov smo izračunali 90 percentil in po veljavnih kriterijih 
(ICES, 2011) pomeni vsako povišanje frekvence mikronukleusov nad to mejo, 
poslabšanje stanja okolja.  
 
Mikronukleusni test je eden najpogostejših genotoksičnih biomarkerjev v vodnih 
organizmih. Za test se pogosto uporabijo hemocite iz hemolimfe ali epitelijske celice 
škrg. V diplomski nalogi sem izbrala epitelijsko tkivo škrg, mikronukleusni test sem 
naredila po protokolu dr. Claudie Bolognesi (Bolognesi, 2012). 
 
Kriterije za določanje mikronukleusov sem povzela po priporočilih ICES (ICES, 2011). 
Za določanje mikronukleusov veljajo naslednji kriteriji: velikost mikronukleusa je manjša 
od tretjine glavnega jedra, ne sme biti fragmentiran, mikronukleus je viden v isti optični 
ravnini kot glavno jedro, barvno enak glavnemu jedru, mikronukleus je okrogle ali 
ovalne oblike in se nahaja v citoplazmi celice in ni povezan z glavnim jedrom. 
 
3.2.2.1 Mikronukleusni test na škrgah klapavic Mytilus galloprovincialis 
Protokol, po katerem sem izvajala mikronukleusni test, 
 
- izrezala sem košček škrg klapavice v velikosti 1 cm2 in sprala z 2x HANK´S 
raztopino ter dala vsak vzorec v svojo 50 mL plastično epruveto in jih ustrezno 
označila. 
- Dodala sem 2 mL 0,1 mg/mL encima Dispase 1 (odtaljenega na ledu) v 
raztopino 2x HANK´S v epruveto s škrgami ter jih razrezala s secirnimi 
škarjami, da je nastala rjavkasta raztopina (brez vidnih koščkov tkiva). Pustila 




polkrožno nežno obračala, da se raztopina rahlo premeša - na koncu spremeni 
barvo in postane bolj viskozna. 
- V vsako epruveto sem dodala 7 mL 2X HANK´S raztopine (ogrete na sobno 
temperaturo) in suspenzijo celic prefiltrirala z brizgo skozi filtre, najprej 180 µm 
in nato 80 µm (nežno, po kapljicah). 
- Centrifugirala sem 10 min. pri 15 °C in 1338 rpm (230 rcf, centrifuga Eppendorf 
5804 R). Pazila sem, da je bilo izklopljeno zaviranje in pospeševanje centrifuge. 
- Supernatant sem odpipetirala in nato pelet resuspendirala v 200 µL raztopine 
za fiksacijo (Carnoy-ev fiksativ: metanol: ledena ocetna kislina (3:1), ki sem jo 
pripravila vsakič svežo. Temperatura fiksativa mora biti 4 °C in sem ga nežno 
dodajala po kapljicah (kapljaš po steni epruvete). Suspenzijo sem takoj nežno 
mešala, da se celice resuspendirajo v fiksativu in pustila 20 min.. Ves čas sem 
nežno mešala suspenzijo celic. 
- Suspenzijo celic sem razmazala na zmrznjena objektna stekelca, ki sem jih 
imela shranjena v zamrzovalniku pri – 20 °C, na vsako objektno stekelce sem 
kanila s stekleno Pasterjevo pipeto 100 µL suspenzije in posušila na sobni 
temperaturi. 
- Objektna stekelca sem položila v stekleno banjico v 3 % raztopino barvila 
Giemsa, barvanje je potekalo največ 5 min.. 
- Objektna stekelca sem sprala s Sorensen−ovim pufrom, odcedila sem jih na 
papirnatih brisačah in jih posušila na sobni temperaturi. 
- Preparate sem pustila v temnem prostoru- pripravljene za mikroskopiranje. 
- Preparate sem pregledala z optičnim mikroskopom (Olympus BX); najprej na 
manjši povečavi (objektiv z 10x povečavo), nato sem kanila kapljico 
imerzijskega olja in pregledala preparat z imerzijskim objektivom (100x 
povečava). 
- Preparate, ki sem jih pripravila iz celic škrg klapavic, na katerih sem opazovala 
nepravilnosti v jedru, kot so mikronukleusi, celice z brstom in dvema jedroma 
sem posnela s fotoaparatom Canon, ki je bil nameščen na optični mikroskop 
Olympus BX na Morski biološki postaji Piran, kjer sem opravljala tako 
laboratorijski del testa, kot tudi mikroskopiranje in pregledovanje celic. 
 
Priprava raztopin za mikronukleusni test 
 2X HANKS’−ova raztopina (HBSS); pH 7,4. Zatehtala sem 19,4 g HANKS’−ove 
soli (HBSS, SIGMA-Aldrich, Cat No. H-1387) v 800 mL dvakrat destilirane vode 
(MQ), dodala sol in nežno mešala, dokler se ne raztopi, brez segrevanja. 
Dodala sem 0,7 g natrijevega bikarbonata (NaHCO3), nežno premešala, da se 
raztopi in dodala MQ vodo do končnega volumna−1 L. Celotno raztopino sem 
prefiltrirala skozi filter 0,2 µm (Corning NY 14831) v sterilno steklenico. Izmerila 
sem pH, če je bilo potrebno, sem ga ustrezno uravnala z raztopino HCl, če je 
pH višji od 7,4 oz. NaOH, če je pH nižji od želenega in raztopino shranila v 
hladilniku. 
 Raztopina DISPASE I (Roche) (delovna koncentracija 0,1 mg/mL); 2 mg 
liofiliziranega encima Dispase I (> 6 U/mg Roche Cat. Št. #04942086001) 
(pakiranje po 10 stekleničk s približno 2 mg liofiliziranega encima) sem raztopila 
v 20 mL 2X HANKS’−ove raztopine, ogrete na sobno temperaturo. Raztopino 
sem alikvotirala po 2 mL in jo uporabila svežo ali pa zamrznjeno na −20 °C 
(pred uporabo sem jo odtalila na ledu). 
 Carnoy-ev fiksativ: metanol: ledena ocetna kislina (3:1). Zmešala sem 3 mL 
metanola in 1 mL ledene ocetne kisline ter dala v hladilnik, vsakič znova sem 





Raztopina barvila GIEMSA  
1. Sorensen-ov pufer, pH 6.8: Pripravila sem dve raztopini (raztopina A in raztopina 
B). 
2. Raztopina A: 9,073 g/L kalijev dihidrogen fosfat dehidrat (KH2PO4) [CAS No: 7778-
77-0]. 
3. Raztopina B: 11,87 g/L di−Natrijev hidrogen fosfat dehidrat (Na2HPO4 X 2H2O) 
[CAS No: 100028-24-7]. 
4. Za 100 mL Sorensovega pufra, pH 6,8: sem zmešala 53,4 mL raztopine A z 46,6 
mL raztopine B. To raztopino sem potrebovala za pripravo 3 % Giemsa raztopine 
ter za spiranje preparatov po obarvanju s 3 % Giemsa raztopino.  
5. Filtrirala sem 50 mL modrega barvila Giemsa skozi filter papir oz. skozi filter 0,2 µm 
in zaščitila pred svetlobo. 
 
6. Pripravila sem 200 mL Giemsa raztopine (3 % vol/ vol) tako, da sem zmešala 6 mL 
prefiltriranega barvila Giemsa in 6 mL Sorensen−ovega pufra v 188 mL MQ vode – 
celotno raztopino sem prelila v stekleno banjico z glavnički, zavila v folijo, da je 
zaščitena pred svetlobo (Giemsa barvilo začne bledeti na svetlobi in potem bi imela 
težave pri pregledovanju celic pod mikroskopom). 
 
Pufer po Sorensenu: 
 Raztopina A: zatehtala sem 9,073 g kalijevega dihidrogen fosfata dehidrat 
(KH2PO4) in ga raztopila v 1 L MQ vode. Raztopino sem premešala, da se je 
KH2PO4 raztopil, in dala v hladilnik. 
 Raztopina B: zatehtala sem 11,87 g di- Natrijevega hidrogen fosfata dehidrata 
(Na2HPO4 X 2H2O) in ga raztopila v 1 L MQ vode, premešala na mešalu, da se 
je di-natrijev hidrogen fosfat dehidrat raztopil in raztopino dala v hladilnik. Pufer 
sem pripravila vsak teden−zmešala sem 53,4 mL raztopine A z 46,6 mL 
raztopine B in izmerila pH, ki naj bi po protokolu znašal pH = 6,8. V spodnji 
tabeli (Tabela 2) je podan dejanski pH, ki sem ga izmerila v 100 mL pufra, ki 
sem ga vsak teden pripravila. Dejanske izmerjene vrednosti malo odstopajo od 
pH, ki je določen po protokolu. 
 
Tabela 2: Priprave raztopin za pufer po Sorensenu in izmerjen pH. 
Datum priprave 
raztopin 
 pH pufra po Sorensenu 
(KH2PO4 + (Na2HPO4 x 2H2O))    
30. 7. 2012 6,79 
 6. 8. 2012 6,86 
 13. 8. 2012 6,72 
 20. 8. 2012 6,72 
 27. 8. 2012 6,77 
 3. 9. 2012 6,78 
  
2X HANKS’−ova raztopina (HBSS); pH 7,4. Zatehtala sem 19,4 g HANKS’−ove soli, 
raztopila v 800 mL dvakrat destilirane vode (MQ), dodala 0,7 g natrijevega bikarbonata 




volumna−1 L, vse to sem delala na sobni temperaturi, brez segrevanja. Preden sem 
raztopino filtrirala skozi 0,2 µm filter, sem izmerila pH in nato ponovila meritev po 
končani filtraciji. Raztopino v sterilni steklenici sem shranila v hladilniku. Tabela 3 
prikazuje izmerjen pH mojih dejanskih vsak teden sveže pripravljenih 2X HANKS’- ovih  
raztopin (HBSS). 
 









30. 7. 2012 7,58 7,8 
6. 8. 2012 7,10 7,34 
13. 8. 2012 7,20 7,5 
20. 8. 2012 7,30 7,42 
27. 8. 2012 7,33 7,42 





3.3.1 Laboratorijska oprema 
 
- 15 mL centrifugirke, polipropilenske, sterilne, (#430791, CORNING Incorporated, 
NY);  
- 2,0 mL mikrocentrifugirne tube mL (#3123, Corning Incorporated., NY ); 
- 10 mL plastične Pasterjeve pipete (#CLS4488, SIGMA-Aldrich Inc., MO, USA);   
- 5 mL plastične pipete (#CLS4487, SIGMA-Aldrich Inc., MO, USA); 
- 150 mm steklene Pasterjeve pipete (#612-1701, VWR International srl).; 
- Pasterjeve pipete z gumijasto kapico (#Z111597-12EA, SIGMA-Aldrich Inc., MO, 
USA); 
- plastične petrijevke; 
- pipete: 20 - 200uL in 200 - 1,000uL; 
- nastavki za pipete, 20 - 200uL and 200 - 1,000uL; 
- 20 mL brizge za enkratno uporabo, Luer Lock (#613-5402, VWR International srl);    
- 5 mL brizge za enkratno uporabo (#613-5401, VWR International srl);    
- 22G injekcijske igle (#613-0555, VWR International srl); 
- secirne škarje z ročajem 14 cm dolžine; 
- ročaj za skalpel in rezila; 
- led, posoda za led; 
- filtri 25 mm (#SX0002500, Millipore Corp., USA); 
- Nylon Net filters, NY8H, 180 µm velikost por (#NY8H02500, Millipore Corp., 
USA); 
- Nylon Net filters, NY80, 80 µm velikost por (#NY8002500, Millipore Corp., USA); 
- objektna stekelca, 76x26 mm, 1 mm debela, pred uporabo sem jih očistila z 




- pokrovna stekelca, No.1 (0,13-0,16 mm), 60 x 24 mm, Menzel-Glaser (#631-
1339, VWR International srl.); 
- steklena banjica z glavnički za 10 preparatov (#631-9331, VWR International srl.); 




- HANKS’−ova sol (HBSS), brez natrijevega bikarbonata in fenol rdečega, #H1387, 
SIGMA-Aldrich Inc., MO, USA; 
- Dispase I (neutral protease, grade I), #1 284 908, ROCHE Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Germany [new product code: #04942086001, ROCHE Applied 
Science, 10 x 2 mg]; 
- Metanol, Methyl alcohol, Assay: 99,8 %, #65543, FLUKA, SIGMA-Aldrich Chemie 
GmbH, Germany; 
- Ledena ocetna kislina, Assay: 99,8 – 100,5 %, #27225, FLUKA, SIGMA-Aldrich 
Chemie GmbH, Germany; 
- Etanol, FLUKA, SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Germany; 
- EUKITT, quick-hardening mounting medium for microscopy, #03989-100ML, 
FLUKA, SIGMA-Aldrich Chemie GmbH, Germany; 
- GIEMSA metilen modro barvilo #1.09204.0500, MERCK KGaA, Darmstadt, 
Germany; 
- Imerzijsko olje za mikroskopiranje; 
- Di−Natrijev hidrogen fosfat dihidrat, (CAS N.: 10028-24-7), #1.06580.0500, 
MERCK KGaA, Darmstadt, Germany; 
- Kalijev dihidrogen fosfat (CAS N.: 7778-77-0), #1.04873.1000, MERCK KGaA, 
Darmstadt, Germany; 
- Natrijev bikarbonat (CAS N.: 144-55-8), #S5761, SIGMA-Aldrich Inc., MO, USA; 

















4 REZULTATI IN DISKUSIJA 
 
Pogostost pojavljanja mikronukleusov je uveljavljen biomarker za ugotavljanje 
delovanja genotoksičnih snovi v okolju. Mikronukleusi so trajne poškodbe dednine, ker 
ostanejo v celici, dokler le-ta živi. Test ugotavljanja mikronukleusov lahko naredimo na 
različnih tkivih iz živali, v vodnem okolju so najpogosteje uporabljeni organizmi školjke 
in ribe. Frekvenca mikronukleusov je uporaben indeks akumuliranih genetskih poškodb 
tekom življenjskega cikla na posamezna onesnaževala ali na mešanice onesnaževal, ki 
povzročajo genotoksične učinke. V diplomski nalogi sem ugotavljala število 
mikronukleusov v celicah, število celic z brsti in število celic z dvema jedroma po 
protokolu, ki ga je opisala dr. Claudia Bolognesi (Bolognesi, 2012) in je optimiziran za 
epitelne celice škrg v klapavicah. 
 
Poleg mikronukleusov sem prepoznala v celicah škrg klapavic še druge nepravilnosti 
jeder, kot so celice z dvema jedroma in celice z brstom. Jedra z brstom so strukture, ki 
so po obliki, zgradbi in velikosti zelo podobni mikronukleusom, le da so povezani z 
glavnim jedrom preko niti ali stebla iz kromatina. Predpostavljajo, da nastanejo zaradi 
prekinjenega pomnoževanja DNK (Shimizu, 2000) in nezmožnosti popravljanja 





Klapavice sem nabrala na štirih vzorčnih mestih in nato pripravila mikroskopske 
preparate iz epitelnih celic v škrgah. Iz vsakega vzorčnega mesta sem analizirala pet 
klapavic. Tkivo škrg sem razgradila z encimom in nato suspenzijo celic nanesla na 
objektno stekelce. Za vsak osebek sem pripravila več preparatov in preštela vse celice, 
katerih jedro in citoplazma sta bili nepoškodovani, jedra pa enakomerno vijolično 
obarvana. Osredotočila sem se na vse trajne okvare v celicah−mikronukleuse, na 
celice z dvema jedroma in na celice z brsti v jedrih. Vse tri vrste poškodb, ki sem jih 
obravnavala, nastanejo kot posledica delovanja genotoksičnih snovi v okolju, v katerem 
osebek živi. Večje število mikronukleusov pomeni večjo izpostavljenost osebka 
genotoksičnim snovem v okolju, to pa seveda ne pomeni, da je v okolju več 
genotoksičnih snovi, lahko je prisotna le ena genotoksična snov, vendar je le-ta 
prisotna v višji koncentraciji. Mikronukleusi so bili prisotni v vsaki izmed klapavic v vseh 
štirih vzorčnih mestih ob slovenski obali. 
 
Slika 10 prikazuje preparat z epitelnimi celicami škrg, viden pod optičnim mikroskopom 
s 1000 kratno povečavo (povečava okular 10 kratna in objektiv 100 kratna povečava), 
dobro je vidno temnejše vijolično obarvano jedro in svetlejša citoplazma, ki jedro 
obdaja. Poleg celic z mikronukleusi sem našla tudi celice z različnimi poškodbami 
jeder. Slika 9 (a., b. in c.) prikazuje normalna jedra epitelnih celic škrg iz različnih  
klapavic. Niz slik od slike 10 do slike 12 prikazuje tri vrste nepravilnosti v jedru, ki 
sem jih našla pri pregledovanju epitelnih celic (celice z mikronukleusom, celice z 





 a.)  b.) 
 c.)  
Slika 9 (a., b. in c.): Agranulirane epitelne celice škrg iz klapavice. 
 
Vrste poškodb v dednini, ki sem jih v diplomski nalogi obravnavala: 
 
 a.)  b.) 
Slika 10: Epitelna celica z mikronukleusom, izolirana iz škrg klapavice (vzorčno mesto 
0035). 
 
 a.)  b.) 
Slika 11: Epitelna celica z brstom.  
 
  





4.1.1 Genotoksični učinki v klapavicah iz vzorčnega mesta v Koprskem 
zalivu (mestno pristanišče- vzorčno mesto 00TM) 
 
V Tabeli 2 so prikazani rezultati petih osebkov klapavic, ki sem jih nabrala v mestnem 
pristanišču v Kopru. V prvem osebku sem preštela 350 celic, mikronukleuse sem našla 
v devetih celicah. Našla sem tudi eno celico z brsti, vsega skupaj sem našla 10 celic z 
genotoksičnimi spremembami, kar predstavlja 2,86 % vseh celic. V drugem osebku 
sem preštela 333 celic in našla tri celice z mikronukleusom, dve celici z brstom in eno 
celico z dvema jedroma. V tem osebku je bilo poškodovanih 6 celic, kar predstavlja 1,8 
%. V tretjem osebku sem našla štiri mikronukleuse v štirih celicah in štiri celice z brsti 
od 346 pregledanih celic. Genotoksične okvare je imelo osem celic, kar predstavlja 2,3 
% vseh pregledanih celic. V četrtem osebku iz vzorčnega mesta 00TM sem pregledala 
332 celic in našla štiri celice z mikronukleusi in eno celico z brsti, skupaj 1,5 % celic z 
genotoksičnimi poškodbami. V petem osebku sem pregledala 345 celic in našla dve 
celici z mikronukleusi in dve celici z dvema jedroma. 
 
 
Slika 13: Celica iz epitelija škrg med celično delitvijo (mitozo), vidno je nastajoče 
delitveno vreteno med jedroma. 
 
Okvare so imele štiri celice, kar predstavlja 1,16 % vseh preštetih celic v osebku. 
Genotoksične poškodbe sem našla v vseh preiskanih klapavicah, v dveh osebkih sem 
našla celice z vsemi tremi poškodbami; mikronukleusi, brsti in dvo-jedernimi celicami, 
ki so vidne na slikah 9−12. Vsak naključno pregledan osebek je imel celice z 
mikronukleusi. Le-ti nastanejo tudi spontano, zato je pomembno poznati frekvenco 
pojavljanja na vzorčnih mestih, ki niso obremenjena z onesnaževali. Podatke o 
pojavljanju mikronukeusov sem primerjala s podatki iz ARSO o koncentracijah 
onesnaževal na vzorčnem mestu. Podatki kažejo, da v letu 2009 in 2010 naraščata 
koncentraciji kadmija in živega srebra v organizmih (klapavicah), koncentracija 
kadmija, izmerjena v klapavici, je znašala v letu 2009 0,890 mg/kg, v letu 2010 pa 
1,190 mg/kg. Živo srebro, merjeno v klapavici v letu 2009, je znašalo 0,068 mg/kg, v 










Tabela 4: Pogostnost genotoksičnih poškodb v epiteliju škrg v klapavicah iz Koprskega 





ŠTEVILO CELIC Z 
MIKRONUKLEUSI 



















1 350 9 2,6 
  
1 0 0 0 25,7 
Klapavica 
2 333 3 0,9 
  
2 1 1 0 9 
Klapavica 
3 346 4 1,1 
  
4 1 0 0 11 
Klapavica 
4 332 4 1,2 
  
1 0,3 0 0 12 
Klapavica 
5 345 2 0,57 
  
0 0 2 1 5,8 
Skupaj 1706 22 1,28 
  
8 2 3 1 12,8 
 
Tabela 5: Izmerjene koncentracije onesnaževal v Koprskem zalivu (ARSO) v 
klapavicah od leta 2009 do 2010.  
LETO SPOJINA KONCENTRACIJA ENOTA 
2009 Kadmij  0,890 mg/kg 
2010 Kadmij  1,190 mg/kg 
2009 Živo srebro 0,068 mg/kg 
2010 Živo srebro 0,127 mg/kg 
2009 Naftalen <1 µg/kg 
2009 Acenaftilen <1 µg/kg 
2010 Acenaftilen 4 µg/kg 
2009 Fluoren 8 µg/kg 
2009 Fenantren 60 µg/kg 
2010 Fenantren 43 µg/kg 
2009 Antracen 42 µg/kg 
2010 Antracen 30 µg/kg 
2009 Fluoranten 56 µg/kg 
2010 Fluoranten 236 µg/kg 
2009 Piren 62 µg/kg 
2010 Piren 170 µg/kg 
2009 Benzo(a)antracen 21 µg/kg 
2010 Benzo(a)antracen 62 µg/kg 
2009 Krizen 42 µg/kg 
2010 Krizen 58 µg/kg 




2010 Benzo(b)fluoranten 85 µg/kg 
2009 Benzo(k)fluoranten 34 µg/kg 
2010 Benzo(k)fluoranten 48 µg/kg 
2009 Benzo(a)piren 36 µg/kg 
2010 Benzo(a)piren 47 µg/kg 
2009 Benzo(g,h,i)perilen 14 µg/kg 
2010 Benzo(g,h,i)perilen 3 µg/kg 
2009 Dibenzo(a,h)antracen 14 µg/kg 
2010 Dibenzo(a,h)antracen 10 µg/kg 
2009 Indeno(1,2,3-cd)piren 15 µg/kg 
2010 Indeno(1,2,3-cd)piren 7 µg/kg 
2009 2-metilfenantren 16 ng/g 
2010 2-metilfenantren 24 ng/g 
2009 1-metilfenantren 10 ng/g 
2010 1-metilfenantren 43 ng/g 
2009 3,6-dimetilfenantren <1 ng/g 
2010 3,6-dimetilfenantren 9 ng/g 
2009 1-metilpiren <1 ng/g 
2010 1-metilpiren 32 ng/g 
2009 Benzo(e)piren 27 ng/g 
2010 Benzo(e)piren 41 ng/g 
 
4.1.2 Genotoksični učinki v klapavicah iz vzorčnega mesta v Strunjanskem 
zalivu (školjčišče- vzorčno mesto 0024) 
 
Vsi pregledani osebki iz školjčišča v Strunjanskem zalivu imajo kakšno izmed trajnih 
poškodb dednine, v vseh klapavicah sem našla mikronukleuse in celice z dvema 
jedroma. V prvem osebku sem pregledala 270 celic in ena celica je imela 
mikronukleus, našla sem še eno celico z dvema jedroma kar skupno predstavlja 0,7 % 
glede na število pregledanih celic. V drugem osebku sem pregledala 350 celic, od tega 
so štiri celice imele mikronukleuse, našla sem eno celico z brstom in dve celici z dvema 
jedroma. Pri tem osebku je poškodovanih 7 celic, to predstavlja 2 %. V tretjem osebku  
sem zabeležila pet celic z mikronukleusi, dve celici z brstom in eno celico z dvema 
jedroma. Genotoksične spremembe ima osem celic od skupno 392 pregledanih, kar 
znaša 2,04 %. V vzorcu številka 4 sem pregledala 400 celic in našla štiri celice z 
mikronukleusi, eno celico z brstom in dve celici z dvema jedroma. V tem vzorcu je bilo 
poškodovanih sedem celic, kar predstavlja 1,75 %. V petem pregledanem osebku iz 
Strunjanskega zaliva sem našla pet celic z mikronukleusi, štiri celice z brstom in eno 
dvo−jederno celico, od vseh 416 celic, kar predstavlja 2,4 % okvarjenih celic. 
Koncentracija kadmija in živega srebra, izmerjena v klapavicah, je bila najvišja v letu 
2010 v primerjavi z letoma 2009 in 2011, koncentracija kadmija v klapavicah je znašala 
1,107 mg/kg, medtem ko je bila izmerjena koncentracija živega srebra 0,128 mg/kg 
klapavice. PAH-i so bili merjeni leta 2009 in 2010 v klapavicah, podani na njihovo 





Tabela 6: Pogostnost genotoksičnih poškodb v epiteliju škrg v klapavicah iz 






ŠTEVILO CELIC Z 
MIKRONUKLEUSI 


















1 270 1 0,37 3,7 0 0 1 0,37 
Klapavica 
2 350 4 1,14 11,42 1 0,29 2 0,57 
Klapavica 
3 392 5 1,28 12,75 2 0,5 1 0,26 
Klapavica 
4 400 4 1 10 1 0,25 2 0,5 
Klapavica 
5 416 5 1,2 12,01 4 0,96 1 0,24 
skupaj 1828 19 1,03 10,39 8 2 7 1,94 
 
Tabela 7: Koncentracije onesnaževal v Strunjanskem zalivu (0024) v morski vodi, 
sedimentu in v klapavicah od leta 2009 do 2011. 
LETO SPOJINA KONCENTRACIJA ENOTA 
2009 Mineralna olja <4 µg/L 
2010 Mineralna olja <4 µg/L 
2011 Mineralna olja <4 µg/L 
2009 Arzen (morska voda) 3,365 µg/L 
2010 Arzen (morska voda) 1,55 µg/L 
2011 Arzen (morska voda) 1,35 µg/L 
2009 Baker (morska voda)  1,695 µg/L 
2010 Baker (morska voda) 6,99 µg/L 
2011 Baker (morska voda) 2,1 µg/L 
2011 Baker (sediment)  23 mg/kg 
2009 Cink (morska voda) 1,645 µg/L 
2010 Cink (morska voda) 10,735 µg/L 
2011 Cink (morska voda) 10,5 µg/L 
2011 Cink (sediment) 80 mg/kg 
2009 Kadmij (morska voda) 0,045 µg/L 
2010 Kadmij (morska voda) 0,14 µg/L 
2011 Kadmij (morska voda) 0,0305 µg/L 
2011 Kadmij (sediment) 0,088 mg/kg 
2009 Kadmij (klapavice) 1,035 mg/kg 
2010 Kadmij (klapavice) 1,107 mg/kg 
2011 Kadmij (klapavice) 0,9675 mg/kg 
2009 Kobalt (morska voda) 0,255 µg/L 
2010 Kobalt (morska voda). 0,145 µg/L 




2009 Krom (morska voda) 0,935 µg/L 
2010 Krom (morska voda) 0,49 µg/L 
2011 Krom (morska voda) <2 µg/L 
2011 Krom (sediment) 171 mg/kg 
2009 Molibden (morska voda) 10,96 µg/L 
2010 Molibden (morska voda) 10,75 µg/L 
2011 Molibden (morska voda) 13 µg/L 
2009 Nikelj (morska voda) 1,29 µg/L 
2010 Nikelj (morska voda) 1,305 µg/L 
2011 Nikelj (morska voda) <2 µg/L 
2011 Nikelj (sediment) 82 mg/kg 
2009 Selen (morska voda) 1,755 µg/L 
2010 Selen (morska voda) 2,245 µg/L 
2011 Selen (morska voda) <1,5 µg/L 
2009 Svinec (morska voda) 0,065 µg/L 
2010 Svinec (morska voda) 0,285 µg/L 
2011 Svinec (morska voda) 1,41 µg/L 
2011 Svinec (sediment) 20 mg/kg 
2009 Srebro (morska voda) 0,0125 µg/L 
2010 Srebro (morska voda) 0,04 µg/L 
2011 Srebro (morska voda) 0,2 µg/L 
2009 Živo srebro (morska voda) <0,0005 µg/L 
2010 Živo srebro (morska voda) <0,0005 µg/L 
2011 Živo srebro (morska voda) <0,005 µg/L 
2009 Živo srebro (sediment) 0,209 mg/kg 
2010 Živo srebro (sediment) 0,132 mg/kg 
2011 Živo srebro (sediment) 0,197 mg/kg 
2009 Živo srebro (klapavice) 0,171 mg/kg 
2010 Živo srebro (klapavice) 0,128 mg/kg 
2011 Živo srebro (klapavice) 0,104 mg/kg 
2009 alfa-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2010 alfa-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2011 alfa-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2009 beta-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2010 beta-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2011 beta-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2009 gama-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2010 gama-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2011 gama-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2009 delta-HCH (morska voda) <0,003 µg/L 
2010 delta-HCH (morska voda) <0,003 µg/L 




2009 Heksaklorbenzen (morska voda) <0,001 µg/L 
2010 Heksaklorbenzen (morska voda) <0,001 µg/L 
2011 Heksaklorbenzen (morska voda) <0,001 µg/L 
2009 Heksaklorbutadien (morska voda) <0,01 µg/L 
2010 Heksaklorbutadien (morska voda) <0,01 µg/L 
2011 Heksaklorbutadien (morska voda) <0,01 µg/L 
2009 Triklorometan (morska voda) <0,2 µg/L 
2010 Triklorometan (morska voda) <0,2 µg/L 
2011 Triklorometan (morska voda) <0,2 µg/L 
2009 1,2-Dikloroetan (morska voda) <0,5 µg/L 
2010 1,2-Dikloroetan (morska voda) <0,5 µg/L 
2011 1,2-Dikloroetan (morska voda) <0,5 µg/L 
2009 1,1,2,2-Tetrakloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2010 1,1,2,2-Tetrakloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2011 1,1,2,2-Tetrakloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2009 Trikloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2010 Trikloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2011 Trikloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2009 Naftalen (klapavice) <1 µg/kg 
2010 Naftalen (klapavice) 6 µg/kg 
2009 Acenaftilen (klapavice)(mokra teža) <1 µg/kg 
2009 Acenaften (klapavice)(mokra teža) <1 µg/kg 
2010 Acenaften (klapavice)(mokra teža) 3 µg/kg 
2009 Fluoren (klapavice)(mokra teža) <1 µg/kg 
2009 Fenantren (klapavice)(mokra teža) 35 µg/kg 
2010 Fenantren (klapavice)(mokra teža) 106 µg/kg 
2009 Antracen (klapavice) (mokra teža) 5 µg/kg 
2010 Antracen (klapavice) (mokra teža) 4 µg/kg 
2009 Fluoranten (klapavice)(mokra teža) 10 µg/kg 
2010 Fluoranten (klapavice)(mokra teža) 17 µg/kg 
2009 Piren (klapavice)(mokra teža) 46 µg/kg 
2010 Piren (klapavice)(mokra teža) 18 µg/kg 
2009 
Benzo(a)antracen (klapavice)(mokra 
teža) <1 µg/kg 
2009 Krizen (klapavice) 11 µg/kg 
2010 Krizen (klapavice) 21 µg/kg 
2009 
Benzo(b)fluoranten (klapavice)(mokra 
teža) 25 µg/kg 
2010 
Benzo(b)fluoranten (klapavice) (mokra 
teža) 91 µg/kg 
2009 
Benzo(k)fluoranten (klapavice)(mokra 






teža) 79 µg/kg 
2009 Benzo(a)piren 16 µg/kg 
2010 Benzo(a)piren 32 µg/kg 
2009 
Benzo(g,h,i)perilen (klapavice) (mokra 
teža) 14 µg/kg 
2010 
Benzo(g,h,i)perilen (klapavice) (mokra 
teža) 5 µg/kg 
2009 Dibenzo(a,h)antracen 11 µg/kg 
2010 Dibenzo(a,h)antracen 7 µg/kg 
2009 Indeno(1,2,3-cd)piren 13 µg/kg 
2010 Indeno(1,2,3-cd)piren 17 µg/kg 
2009 2-metilfenantren (klapavice) 15 ng/g 
2010 2-metilfenantren (klapavice) 7 ng/g 
2011 
Tributil kositrove spojine (klapavice) 




Tributil kositrove spojine 
(klapavice)(mokra teža) 1,45 
µg 
TBT/kg 
2011 Tributilkositrove spojine (morska voda) 0,00032 µg TBT/L 




4.1.3 Genotoksični učinki v klapavicah iz vzorčnega mesta v Piranskem 
zalivu (školjčišče- vzorčno mesto 0035) 
 
V vsaki izmed klapavic iz školjčišča v Piranskem zalivu sem našla celice z 
mikronukleusi in celice z dvema jedroma. Pri pregledovanju prve klapavice sem 
ugotovila, da ima pet celic mikronukleuse, našla sem eno celico z dvema jedroma od 
pregledanih 266 celic. Vseh poškodovanih celic je bilo šest, kar predstavlja 2,26 %. V 
drugi pregledani klapavici sem našla dve celici, ki sta vsebovali mikronukleuse, 
preštela sem 280 celic. Tri celice so imele brste in ena celica je imela dve  jedri, tako je 
bilo okvarjenih šest celic, kar pomeni 2,14 % vseh pregledanih celic. V tretji pregledani 
klapavici sem pregledala 213 celic, ena celica je imela mikronukleus in dve celici sta 
imeli dve jedri, to pomeni, da so bile poškodovane tri celice in to v odstotkih pomeni 
1,41 % pregledanih celic. V četrti in peti pregledani klapavici je bilo pet celic, v katerih 
je prišlo do nastanka mikronukleusa. V klapavici številka 4 sem našla še tri celice z 
brstom in dve celici z dvema jedroma. Poškodovanih je deset celic od 246 pregledanih 
celic, kar predstavlja kar 4,07 %. Pri zadnjem osebku iz tega vzorčnega mesta, sem 
pregledala 257 celic, poleg petih celic z mikronukleusi sem našla še še dve celici z 
dvema jedroma, kar pomeni, da je tu poškodovanih 2,72 % pregledanih celic. Kadmij in 
živo srebro, ki so jih merili v klapavicah v letih 2009, 2010 in 2011, so nam najvišje 
vsebnosti kadmija pokazale v letu 2011 in sicer 1,186 mg/kg, v tem letu je bila prav 
tako najvišja izmerjena koncentracija živega srebra, ki je dosegala vrednost 0,121 
mg/kg klapavice. Koncentracije PAH-ov v klapavicah na tem vzorčnem mestu žal niso 





Tabela 8: Pogostnost genotoksičnih poškodb v epiteliju škrg v klapavicah iz 






ŠTEVILO CELIC Z 
MIKRONUKLEUSI 


















1 266 5 1,88 18,7 0 0 1 0,38 
Klapavica 
2 280 2 0,71 7,14 3 1,07 1 0,36 
Klapavica 
3 213 1 0,47 4,69 0 0 2 0,94 
Klapavica 
4 246 5 2,03 20,3 3 1,22 2 0,81 
Klapavica 
5 257 5 1,95 19,4 0 0 2 0,78 
skupaj 1262 18 1,42 14,26 6 2,29 8 3,27 
 
Tabela 9: Koncentracije onesnaževal v Piranskem zalivu (0035) v morski vodi, 
sedimentu in v klapavicah od leta 2009 do 2011. 
LETO SPOJINA KONCENTRACIJA ENOTA 
2009 Baker (morska voda) 1,32 µg/L 
2010 Baker (morska voda) 1,355 µg/L 
2011 Baker (morska voda) 2,15 µg/L 
2011 Baker (sediment) 27 mg/kg 
2009 Cink (morska voda) 1,14 µg/L 
2010 Cink (morska voda) 2,44 µg/L 
2011 Cink (morska voda) <10 µg/L 
2011 Cink (sediment) 94 mg/kg 
2009 Mineralna olja (morska voda) <4 µg/L 
2010 Mineralna olja (morska voda) <4 µg/L 
2011 Mineralna olja (morska voda) <4 µg/L 
2009 Kadmij (morska voda) 0,04 µg/L 
2010 Kadmij (morska voda) 0,135 µg/L 
2011 Kadmij (morska voda) 0,04 µg/L 
2009 Kadmij (sediment) 0,123 mg/kg 
2010 Kadmij (sediment) 0,132 mg/kg 
2011 Kadmij (sediment) 0,104 mg/kg 
2009 Kadmij (klapavice) 1,115 mg/kg 
2010 Kadmij (klapavice) 0,935 mg/kg 
2011 Kadmij (klapavice) 1,186 mg/kg 
2009 Kobalt (morska voda) 0,245 µg/L 
2010 Kobalt (morska voda) 0,132 µg/L 
2011 Kobalt (morska voda) <2 µg/L 




2010 Krom (morska voda) 0,485 µg/L 
2011 Krom (morska voda) <2 µg/L 
2011 Krom (sediment) 171 mg/kg 
2009 Molibden (morska voda) 11,04 µg/L 
2010 Molibden (morska voda) 10,9 µg/L 
2011 Molibden (morska voda) 13 µg/L 
2009 Nikelj (morska voda) 1,33 µg/L 
2010 Nikelj (morska voda) 0,885 µg/L 
2011 Nikelj (morska voda) <2 µg/L 
2011 Nikelj (sediment) 80 mg/kg 
2009 Selen (morska voda) 1,415 µg/L 
2010 Selen (morska voda) 2,265 µg/L 
2011 Selen (morska voda) <1,5 µg/L 
2009 Svinec (morska voda) 0,063 µg/L 
2010 Svinec (morska voda) 0,235 µg/L 
2011 Svinec (morska voda) 1,26 µg/L 
2011 Svinec (sediment) 20 mg/kg 
2009 Srebro (morska voda) 0,0125 µg/L 
2010 Srebro (morska voda) 0,04 µg/L 
2011 Srebro (morska voda) <2 µg/L 
2009 Živo srebro (morska voda) <0,0005 µg/L 
2010 Živo srebro (morska voda) <0,0005 µg/L 
2011 Živo srebro (morska voda) <0,005 µg/L 
2009 Živo srebro (sediment) 0,131 mg/kg 
2010 Živo srebro (sediment) 0,097 mg/kg 
2011 Živo srebro (sediment) 0,136 mg/kg 
2009 Živo srebro (klapavice) 0,103 mg/kg 
2010 Živo srebro (klapavice) 0,11585 mg/kg 
2011 Živo srebro (klapavice) 0,12105 mg/kg 
2009 alfa-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2010 alfa-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2011 alfa-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2009 beta-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2010 beta-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2011 beta-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2009 gama-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2010 gama-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2011 gama-HCH (morska voda) <0,002 µg/L 
2009 delta-HCH (morska voda) <0,003 µg/L 
2010 delta-HCH (morska voda) <0,003 µg/L 
2011 delta-HCH (morska voda) <0,003 µg/L 




2010 Heksaklorbenzen (morska voda) <0,001 µg/L 
2011 Heksaklorbenzen (morska voda) <0,001 µg/L 
2009 Heksaklorbutadien (morska voda) <0,01 µg/L 
2010 Heksaklorbutadien (morska voda) <0,01 µg/L 
2011 Heksaklorbutadien (morska voda) <0,01 µg/L 
2009 Triklorometan (morska voda) <0,2 µg/L 
2010 Triklorometan (morska voda) <0,2 µg/L 
2011 Triklorometan (morska voda) <0,2 µg/L 
2009 1,2-Dikloroetan (morska voda) <0,5 µg/L 
2010 1,2-Dikloroetan (morska voda) <0,5 µg/L 
2011 1,2-Dikloroetan (morska voda) <0,5 µg/L 
2009 1,1,2,2-Tetrakloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2010 1,1,2,2-Tetrakloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2011 1,1,2,2-Tetrakloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2009 Trikloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2010 Trikloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2011 Trikloroeten (morska voda) <0,1 µg/L 
2011 
Tributil kositrove spojine (klapavice) 




Tributil kositrove spojine (klapavice) 
(mokra teža) 1,65 
µg 
TBT/kg 
2011 Tributilkositrove spojine (morska voda) 0,00012 µg TBT/L 




4.1.4 Genotoksični učinki v klapavicah iz oceanografske boje Vida 
 
Tudi v klapavicah s tega vzorčnega mesta so vidne trajne poškodbe na genetskem 
materialu klapavic. Nekaj teh poškodb nastane tudi zaradi spontanih napak, ki 
nastanejo med življenjskim ciklom klapavic in ne le zaradi prisotnosti genotoksičnih 
snovi, ki najverjetneje te poškodbe pospešijo in povečajo njihovo število. Če se 
osredotočimo samo na celice, v katerih nastane mikronukleus, lahko glede na podatke 
zaključim, da vseh pet analiziranih klapavic vsebuje manj celic z mikronukleusi kot 
vzorci iz ostalih vzorčnih mest. To velja samo za celice, v katerih nastanejo 
mikronukleusi, ravno tako pa so dokaj pogoste ostale poškodbe kot so celice z brstom 
in celice z dvema jedroma. 
 
V klapavici številka 1 sem preštela 456 celic, od tega so imele štiri celice mikronukleus, 
tri celice brst in dve celici dve jedri. Tako je skupno poškodovanih 9 celic, kar v 
odstotkih pomeni 1,97 %. Pri drugem pregledanem osebku sem zabeležila dve celici z 
mikronukleusom, eno celico z brstom in eno celico z dvema jedroma. Iz te klapavice 
sem preštela 350 celic, od tega ima 1,14 % genotoksične poškodbe. Pri tretji klapavici 
sem preštela 375 celic in v dveh celicah sem našla mikronukleuse, v treh celicah sem 
našla brste in tri celice so bile z dvema jedroma. V tem osebku je bilo skupno 2,13 % 
okvarjenih celic. V četrti klapavici sem našla dve celici z mikronukleusi, eno celico z 




254 pregledane celice. Pri zadnjem analiziranem osebku s tega vzorčnega mesta se je 
izrazila ena celica z mikronukleusom in ena celica z brstom kar pomeni 1 % trajnih 
poškodb od vseh 200 pregledanih celic v klapavici številka 5. Za to vzorčno mesto 
nimam podatkov o koncentracijah genotoksičnih snovi. 
 
Tabela 10: Pogostnost genotoksičnih poškodb v epiteliju škrg v klapavicah iz 






ŠTEVILO CELIC Z 
MIKRONUKLEUSI 


















1 456 4 0,88 8,77 3 0,66 2 0,44 
Klapavica 
2 350 2 0,57 5,71 1 0,29 1 0,29 
Klapavica 
3 375 2 0,53 5,33 3 0,8 ) 3 0,8 
Klapavica 
4 254 2 0,79 7,87 1 0,39 2 0,79 
Klapavica 
5 200 1 0,5 5 1 0,5 0 0 
skupaj 1635 11 0,67 6,72 9 2,64 8 2,32 
 
Spodnja tabela (Tabela 11) prikazuje povzetek vseh rezultatov (trajnih genetskih 
poškodb klapavic), ki sem jih našla v epitelnih celicah v škrgah klapavic, vzorčenih iz 
slovenskega morja. Največji delež celic z mikronukleusom sem našla v klapavicah iz 
Piranskega zaliva (7,4 %), kar več kot za polovico manjši je bil odstotek celic z 
mikronukleusi v klapavicah z boje Vida (3,27 %). Klapavice iz oceanografske boje Vida 
so imele največji delež celic z brsti, ki je znašal 2,64 %, najmanjši odstotek le-teh pa je 
bil v Strunjanskem zalivu (2 %). Procent celic z dvema jedroma je bil največji v 
klapavicah, ki so živele v Piranskem zalivu (3,27 %), in na oceanografski boji Vida (2,3 
%), najmanj pa v Koprskem zalivu (0,88 %). Vseh poškodovanih celic klapavic je bilo 
največ v Strunjanskem zalivu (34 celic), najmanj pa so jih vsebovale klapavice iz 




































Min. – max. 
Število celic 
22 (6,4 %) 
 
2-9 
19 (5 %) 
 
1-5 
18 (7,4 %) 
 
1-5 
11 (3,27 %) 
 
1-4 
Celice z brsti 
 
Min. – max. 
8 (2,3 %) 
 
0-4 
8 (2 %) 
 
0-4 
6 (2,3 %) 
 
0-3 
9 (2,64 %) 
 
1-3 
Celice z dvema 
jedroma 
 
Min. – max. 





















poškodb 33 34 32 28 
Ovrednotenje backround vrednosti mikronukleusov in ekološko pomembne meje 
 
Največji delež, izražen v promilih mikronukleusov, je bil v Piranskem zalivu (14,3), 
najmanj pa na oceanografski boji Vida (6,7 ‰, glej Tabelo 12). 
 




(št. vseh celic) 
Število MN v 
promilih [‰] 
Koprski zaliv 22 (1706) 12,9 
Strunjanski zaliv 19 (1828) 10,4 
Piranski zaliv 18 (1262) 14,3 
boja Vida 11 (1635) 6,7 
 
V Tabeli 13 so prikazane vrednosti abiotskih dejavnikov (temperatura vode, slanost in 
raztopljeni kisik) za vzorčna mesta, iz katerih sem pobrala klapavice za mikronukleusni 
test. Slanost je povsod okrog 37 ‰, temperatura vode je bila precej visoka, v 
Koprskem in Strunjanskem zalivu čez 27 °C, kjer je tudi največ raztopljenega kisika 
(101−102 %). Malce nižje temperature vode so bile izmerjene (okrog 26 °C) v 










Tabela 13: Podatki o temperaturi, kisiku in slanosti na vzorčnih mestih vzdolž 





VODE [°C ] na 1 
m globine SLANOST [psu] 
RAZTOPLJENI 
KISIK [%] 
Koprski zaliv 23. 8. 2012 27,1 37,3 102,0 
Strunjanski zaliv 27. 8. 2012 27,5 37,2 101,2 
Piranski zaliv 14. 8. 2012 26,4 37,1 96,4 
Boja Vida 30. 8. 2012 26,2 37,1 98,6 
 
V tabeli 14 sem podala abiotske dejavnike na različnih globinah iz vseh vzorčnih mest. 
Temperatura vode z globino pada, pH se ne bistveno razlikuje glede na opazovane 
globine (vrednosti pH 8,19), le na boji Vida je pH nekoliko višji (pH 8,21). Slanost je 37 
psu na vseh vzorčnih mestih, razlike so le v raztopljenem kisiku, ki je podan v %. 
Največje vrednosti raztopljenega kisika so na od enega do dveh metrov globine. 
 
Tabela 14: Abiotski dejavniki na različnih globinah (0.5 m; 1m; 2m in 10 m) z  










Koprski zaliv 22. 8. 2012 0,5 27,0 8,19 37,3 101,9 
  1 27,1 8,19 37,3 102,0 
  2 26,9 8,19 37,3 102,1 
  10 24,9 8,18 37,5 100,8 
Strunjanski zaliv 22. 8. 
2012 0,6 27,5 8,19 37,2 100,7 
  1 27,5 8,19 37,2 101,2 
  2 27,4 8,19 37,1 101,4 
  10 26,6 8,18 37,2 96,3 
Piranski zaliv 22. 8. 2012 0,5 26,4 8,19 37,1 96,2 
  1 26,4 8,19 37,1 96,4 
  2 26,4 8,19 37,1 96,4 
  10 23,8 8,18 37,6 96,8 
Boja Vida 20. 8. 2012 0,5 26,3 8,21 37,1 98,7 
  1 26,2 8,21 37,1 98,6 
  2 26,2 8,21 37,1 98,9 












Tabela 15: Koncentracije Cd in Hg v klapavicah na vseh vzorčnih mestih (Koprski, 
Strunjanski in Piranski zaliv) (ARSO). 
  Kovine v klapavicah (mg/kg)     
  Koprski zaliv Piranski zaliv Strunjanski zaliv 
  Cd  Hg Cd Hg Cd Hg 
leto     
2009 0,890 0,068 1,115 0,103 1,035 0,171 
2010 1,190 0,127 0,935 0,116 1,107 0,128 
2011 N.P. N.P. 1,186 0,121 0,968 0,104 
N.P. = ni podatka 
 
Najvišja koncentracija kadmija v klapavicah, analiziranih iz Koprskega, Strunjanskega 
in Piranskega zaliva, v letih 2009, 2010 in 2011 je bila izmerjena v Koprskem zalivu 
leta 2010 in je znašala 1,190 mg/kg klapavice. Prav na tem vzorčnem mestu so v letu 
2009 klapavice vsebovale najnižjo koncentracijo kadmija, ki je bila 0,890 mg/kg. 
Najvišja vsebnost živega srebra, merjena v klapavicah, je bila zabeležena v 
Strunjanskem zalivu leta 2010 z 0,128 mg/kg klapavice, najmanj živega srebra (0,068 
mg/kg) pa so vsebovale klapavice iz Koprskega zaliva iz leta 2009.  
 
4.1.5 Koncentracije genotoksičnih snovi na vzorčnih mestih v Koprskem, 
Strunjanskem in Piranskem zalivu 
 
Podatke o koncentracijah izbranih kemikalij sem pridobila iz ARSO za zadnja tri leta 
(2009, 2010 in 2011), obstajajo pa meritve teh kemikalij za več let nazaj, vendar se 
koncentracije le-teh niso bistveno spremenile. 
 
Na vzorčnem mestu v Koprskem pristanišču (00TM) so bile izmerjene koncentracije 
težkih kovin (kadmij in živo srebro) in PAH-ov v letu 2009 in 2010, za leto 2011 nimamo 
nobenih meritev. Podatki so prikazani v Tabeli 3. Koncentracija kadmija in živega 
srebra je v organizmih od leta 2009 do 2010 narasla, koncentracija živega srebra se je 
povišala za 2x (glej Sliko 14, Tabelo 3). Koncentracija kadmija v Koprskem zalivu, 
izmerjena v klapavicah, je v letu 2009 znašala 0,890 mg/kg, v naslednjem letu pa 1,190 
mg/kg, medtem ko je bila koncentracija živega srebra, ki so ga izmerili v klapavicah v 
letu 2009 0,068 mg/kg, v letu 2010 pa kar 0,127 mg/kg. Za Koprski zaliv prav tako 
nimamo nobenih meritev koncentracij ne za PCB-je, ne za pesticide. 
 
 
































Koncentracije kadmija in živega srebra v 






Koncentracije PAH-ov so bile v večini višje v letu 2010, med letoma 2009 in 2010 so 
narasle koncentracije, izmerjene v organizmih, acenaftilena (več kot 4 krat večja), 
fluorantena (4 krat večja), pirena (narasla skoraj za faktor 3), krizena (manj kot 1 krat 
povečana), benzo(a)antracena (3 krat višje), benzo (b)fluorantena (skoraj 3 krat višja), 
benzo (k)fluorantena (višja za skoraj faktor 3), benzo(a)pirena (1,3 krat več), 
benzo(e)pirena (1,5 krat višja koncentracija), 1−metilfenantrena (za več kot faktor 4), 
2−metilfenantrena (1,5 krat), 1−metilpirena (za več kot 32 krat) in 
3,6−dimetilfenantrena, ki se je koncentracija, izmerjena v klapavicah iz leta 2009 v leto 
2010, povečala za več kot devet krat. V Koprskem zalivu v letih 2010 do 2012 niso 
merili koncentracije TBT, v nobeni od treh možnih komponent merjenja (v vodi, 
sedimentu ali v organizmu). TBT, ki je kljub prepovedi uporabe še vedno pogosto 
prisoten v morski vodi, v sedimentu se kopiči še daljši čas in od tu večinoma prehaja 
oz. se absorbira v morskih organizmih. 
 
Koncentracija kadmija, merjena v klapavicah, v mesecu septembru iz Koprskega zaliva 
od leta 1999 do 2008 je znašala med 0,60 mg/kg do 1,11 mg/kg. Koncentracija živega 
srebra, izmerjena v klapavicah, iz istega vzorčnega mesta in v istih letih (1999−2008) 
je znašala med 0,070 mg/kg in 0,130 mg/kg (Ramšak in sod., 2012). 
 
V Strunjanskem zalivu (Tabela 7) so podatki za koncentracije, izmerjene v sedimentu v 
letu 2011, za kovine- baker, cink, kadmij, živo srebro, krom, nikelj in svinec. Živo srebro 
v sedimentu v Strunjanskem zalivu je bilo merjeno v vseh treh letih (2009, 2010 in 
2011), koncentracija le-tega je bila najvišja v letu 2009 in je znašala 0,209 mg/kg. 
Koncentracije kadmija in živega srebra, izmerjene v organizmih, so bile analizirane v 
letih 2009, 2010 in 2011, najvišja koncentracija kadmija je bila 1,107 mg/kg organizma 
v letu 2010 in v tem letu je bila prav tako tudi najvišja koncentracija živega srebra v 
organizmu, ki je znašala 0,128 mg/kg. 
 
Koncentracija kadmija v klapavicah, ki so jih merili v septembru od leta 1999 do 2008 v 
Strunjanskem zalivu, se je gibala med 0,50 mg/kg in 1,09 mg/kg. Živo srebro, ki so ga v 
klapavicah merili v istem časovnem obdobju (1999−2008), prav tako v Strunjanskem 
zalivu je dosegala vrednosti v razponu od 0,084 mg/kg do 0,237 mg/kg (Ramšak in 
sod., 2012). 
 
PAH-i so bili v Strunjanskem zalivu kot v Koprskem zalivu, izmerjeni v organizmih v letu 
2009 in 2010. Glede na narejene analize PAH-ov v klapavicah v letih 2009 in 2010 
naraščajo koncentracije naftalena (koncentracija povišala za več kot 6 krat), 
acenaftena (za faktor 3), fenantrena (3 krat višja), fluorantena (1,7 krat), krizena (skoraj 
2 krat), benzo (b)fluorantena (skoraj 4 krat), benzo (k)fluorantena (4,15 krat višja) in 
benzo(a)pirena, ki se mu je koncentracija, izmerjena v klapavicah med letoma 2009 in 
2010, povišala ravno za faktor dva. Izmerjene koncentracije tributilkositrovih spojin v 
Strunjanskem zalivu kažejo, da so ravno tukaj koncentracije TBT izmerjene v vodi, 
sedimentu in samih organizmih najvišje, v primerjavi s Piranskim zalivom. V 
Strunjanskem zalivu so izmerili v letih 2009, 2010 in 2011 koncentracijo nekaterih 
pesticidov v vodi. Koncentracije alfa−heksakloroheksana, beta−heksakloroheksana in 
gama−heksakloroheksana so bile v vseh teh letih manjše od 0,002 µg/L, koncentracija 
delta−heksakloroheksana pa pod 0,003 µg/L. Izmerjene so bile tudi koncentracije 
kancerogenih kloriranih alifatskih spojin v letih 2009, 2010 in 2011. Koncentracija 




je bila izmerjena koncentracija manjša kot 0,1 µg/L pri kancerogeni klorirani spojini 
1,1,2,2−tetrakloroeten (glej v Tabelo 7). 
 
V Piranskem zalivu sem pregledala podatke za koncentracije kovin v sedimentu, ki so 
bile izmerjene v letu 2011 (baker, cink, krom, nikelj, svinec). Za koncentracije kadmija 
in živega srebra, tako v sedimentu, kot tudi v organizmih, imamo meritve za leto 2009, 
2010 in 2011. Koncentracija kadmija v sedimentu je bila najvišja v letu 2010 (0,132 
mg/kg), medtem ko je bila najvišja koncentracija kadmija izmerjena v organizmu leta 
2011 (1,186 mg/kg). Izmerjena koncentracija živega srebra v sedimentu je bila najvišja 
v letu 2011 (0,136 mg/kg), prav tako je bila v istem letu izmerjena tudi najvišja 
koncentracija živega srebra v organizmu, le-ta je znašala 0,121 mg/kg. Na tem 
vzorčnem mestu je bila izmerjena v letu 2011 tudi koncentracija TBT (tributilkositrovih 
spojin). Koncentracija tributilkositrovih spojin, izmerjena v sedimentu v Piranskem 
zalivu (<1 µg TBT/kg teže sedimenta), je bila v primerjavi s koncentracijo v 
Strunjanskem zalivu (1,49 µg TBT/kg teže sedimenta) nižja, prav tako je bila nižja tudi 
koncentracija TBT raztopljenega v litru vode. V Piranskem zalivu je bila koncentracija 
tributilkositrovih spojin, izmerjena v vodi 0,00012 µg TBT/L, medtem ko je v 
Strunjanskem zalivu za TBT v vodi pokazala vrednost 0,00032 µg TBT/L. Primerjava 
koncentracij PAH-ov, izmerjenih v organizmih iz vzorčnih mest v Kopru in 
Strunjanskem zalivu, ni mogoča, saj meritve policikličnih aromatskih ogljikovodikov v 
Piranskem zalivu niso bile opravljene. Prav tako kot v Strunjanskem zalivu so bile tudi 
tu merjene nekatere kancerogene klorirane spojine, kot so triklorometan, dikloroetan, 
1,1,2,2−tetrakloroeten, njihove koncentracije, izmerjene v vodi, so bile enake kot v 
Strunjanskem zalivu (glej Tabelo 7). Žal imamo podatek na obeh merilnih postajah le 
za koncentracijo, izmerjeno v vodi, teh dokazano kancerogenih spojin, manjkata nam 
podatka tako za sediment, kot koncentracijo, izmerjeno v organizmu in zato težko 
napovemo, v kolikšni meri se te spojine pojavljajo v klapavicah, če se v njih kopičijo in 
kakšne poškodbe v njih povzročajo oz. kako se njihova prisotnost odraža na nivoju 
organizma, ki je takim snovem v svojem okolju izpostavljen določen čas. 
 
Oceanografsko Bojo Vida, sem izbrala za primerjavo med ostalimi tremi vzorčnimi 
mesti in sem predpostavila, da je zaradi oddaljenosti tako od kopnega, kot tudi od 
pristanišč, manj onesnažen del v primerjavi z zaledjem. Zato sem tu pričakovala manj 
genotoksičnih snovi in posledično manj genotoksičnih poškodb na klapavicah, ki so to 
bojo obraščale. Žal podatkov iz ARSO za to vzorčno mesto nimam, čeprav bi bilo 
zanimivo primerjati, ali je tukaj resnično prisotnih manj genotoksičnih snovi oz. so 
mogoče prisotne le-te v nižjih koncentracijah.  
 
Koncentracija kadmija, ki je bila izmerjena v slovenskem morju, se giba v območju od 
0,50 do 1,11 mg/kg, ARSO podatki iz leta 2010 so podali vrednosti, izmerjene v 
Strunjanskem zalivu v sedimentu v območju od 0,155 mg/kg do 0,112 mg/kg, 
izmerjena koncentracija kadmija v morski vodi pa je znašala med 2,3 μg/L do <0,1 
μg/L. Medtem ko so bile izmerjene koncentracije kadmija v Piranskem zalivu v 
sedimentu od 0,157 mg/kg do 0,11 mg/kg, izmerjene koncentracije kadmija v morski 
vodi pa so znašale med 3,2 μg/L in <0,1 μg/L (ARSO, 2010). 
 
Po objavljenih podatkih o koncentraciji kadmija in živega srebra, merjenega v 
klapavicah v Koprskem in Strunjanskem zalivu od leta 1999 do 2008, lahko vidimo, da 
je bila koncentracija kadmija višja v Koprskem zalivu (0,60−1,11 mg/kg) v primerjavi s 
Strunjanskim zalivom (0,50−1,09 mg/kg), medtem ko je bila koncentracija živega 




zalivu (0,084−0,237 mg/kg) v primerjavi s Koprskim zalivom, ko so klapavice vsebovale 





Namen diplomske naloge je bil ovrednotiti obseg trajnih genotoksičnih sprememb v 
klapavicah ob slovenski obali. Poškodbe dednine sem ovrednotila na podlagi 
mikronukleusnega testa (Bolognesi, 2012) v epiteliju škrg. Klapavice sem nabrala na 
štirih vzorčnih mestih vzdolž slovenske obale (Tabela 1). Ovrednotila sem število 
mikronukleusov, število celic z brsti in število celic z dvema jedroma. Poleg poškodb 
dednine sem ovrednotila še rezultate kemijskih analiz izbranih onesnaževal na 
vzorčnih mestih v Koprskem zalivu, Strunjanskem in Piranskem zalivu. 
 
V vseh analiziranih osebkih sem našla eno ali več opisanih poškodb jedra. Največ celic 
z mikronukleusi sem našla v klapavicah iz Piranskega zaliva (vzorčno mesto 0035), 
mikronukleuse sem našla v 7,4 % celic. Najmanjši odstotek celic z mikronukleusi je bil 
v klapavicah z oceanografske boje Vida in sicer 3,27 % (glej zbirno Tabelo 11). 
Odstotek celic z brsti je bil zelo izenačen na vseh vzorčnih mestih od 2 % v 
Strunjanskem zalivu do 2,6 % na oceanografski boji Vida. Najnižji odstotek celic z 
dvema jedroma je bil v Koprskem zalivu (0,88 %), najvišji pa v klapavicah iz 
Piranskega zaliva (3,27 %). 
 
Poleg tega sem analizirala obstoječe podatke o onesnaževalih na vzorčnih mestih, da 
bi ovrednotila, kolikšen je njihov prispevek k nastanku genotoksičnih sprememb. 
Analizirala sem razpoložljive podatke o koncentraciji kovin (Hg, Cd) in TBT v vodi, 
sedimentu in v klapavicah od leta 2009 do 2011 za vzorčna mesta, kjer sem nabrala 
klapavice. Izmerjene koncentracije Hg v klapavicah so v razponu od 0,068 mg/kg do 
0,1 mg/kg in se med leti od 2009 do 2011 niso spreminjale veliko. V istem obdobju je 
bila izmerjena koncentracija Cd v klapavicah približno 1 mg/kg in med vzorčnimi mesti 
ni pomembnih razlik (Ramšak in sod., 2012). Koncentracije tributilkositrovih spojin v 
klapavicah, vodi in sedimentu so bile v letu 2011 najvišje v klapavicah iz Strunjanskega 
zaliva. 
 
Do sedaj je na voljo le nekaj redkih podatkov o trajnih poškodbah dednine v klapavicah 
v slovenskem morju (Ramšak in sod., 2010). Pridobljeni podatki o pojavljanju 
genotoksičnih učinkov bodo pomagali ugotoviti, v kolikšnem obsegu naravno nastajajo 
trajne poškodbe dednine. 
 
Ugotovljene nepravilnosti so posledica napak v pomnoževanju dednine, pri čemer jih 
določen delež nastane spontano ne glede na razmere v okolju, del teh napak pa je 
posledica delovanja onesnaževal, ki so v okolju. Razmejitev med naravnim ozadjem in 
delovanjem onesnaževal je zelo težka v primeru, da so koncentracije kemikalij nizke. 
Prav tako je težko ovrednotiti učinke kroničnega izpostavljanja. Zbrani rezultati nam 
dajejo prvo oceno o obsegu poškodb dednine v klapavicah vzdolž slovenske obale. 
Prav tako zbrani rezultati služijo za oceno naravnega pojavljanja mikronukleusov ali 
vrednosti ozadja. To vrednost ozadja moramo poznati, da lahko postavimo mejo med 
dobrim in slabim ekološkim stanjem glede na genotoksične spremembe. 
Pri ovrednotenju vrednosti ozadja je potrebno upoštevati številne dejavnike, kot so 




od življenjskega obdobja klapavice, jakost onesnaženja okolja in občutljivost 
organizmov (nekateri osebki so bolj občutljivi, drugi manj) (Bolognesi in Fenech, 2012). 
Slanost nima bistvenega vpliva na pojavljanje (klapavice so tolerantne na precejšnja 
nihanja v slanosti). Ravno tako je poleg abiotskih dejavnikov potrebno upoštevati še 
druge dejavnike, kot so prehranjenost in okužbe s paraziti (Depledge, 1998). 
 
V klapavicah iz slovenskega morja sem izrazila pojavljanje mikronukleusov v promilih 
(‰). Najmanjše pojavljanje mikronukleusov je bilo v klapavicah iz oceanografske boje 
Vida (6,7 ‰) in največje pojavljanje mikronukleusov je bilo v klapavicah iz Piranskega 
zaliva (14,3 ‰). V študiji, ki je bila narejena v Sredozemskem morju ob španski obali, 
so v obalnih mestih, ki so onesnažena s težkimi kovinami, ugotovili pojavljanje 
mikronukleusov med 8,00 ‰ in 11,6 ‰ (Fernandez in sod., 2011). Frekvenca 
pojavljanja mikronukleusov v Sredozemskem morju se giblje od 3 ‰ navzgor 
(Fernandez in sod., 2011) odvisno od tega, kolikšna je obremenjenost na mestu 
vzorčenja. Obseg genotoksičnih sprememb v klapavicah iz slovenskega morja ne 
presega vrednosti, ki so jih ugotovili v drugih študijah na bolj obremenjenih mestih. 
Glede na nizke koncentracije analiziranih onesnaževal (kovine in PAH-i) lahko dobljene 
rezultate upoštevamo kot vrednosti za ugotavljanje naravnega ozadja pojavljanja 
genotoksičnih učinkov in tudi glede na rezultate drugih študij, ki so bile opravljene po 
Sredozemskem morju. 
 
Klapavice sem vzorčila v poletju (avgust in september 2012), ko so bile temperature 
morja zelo visoke (temperatura morske vode 27 °C, glej Tabelo 13). Dosedanje študije 
so pokazale pozitivno povezavo med temperaturo morske vode in nastankom brstov in 
mikronukleusov (Fernandez in sod., 2011). Izpostavljenost organskim snovem, kot so 
PAH-i in PCB-ji, sproži pojavljanje celic z dvema jedroma (Fernandez in sod., 2011). 
Nastanek celic z brsti najverjetneje povzroča onesnaženje s kovinami, predvsem z 
živim srebrom (Fernandez in sod., 2011). Večje pojavljanje celic z brsti je povezano s 
prisotnostjo svinca in višjo temperaturo morske vode. Največje število celic z 
mikronukleusi in celic z brstom je bilo na klapavicah, ki so jih nabrali v območju 
onesnaženem s kovinami, kar dokazuje, da je genotoksičnost povezana z nastankom 
oksidativnega stresa, ki se razvije kot posledica izpostavljenosti kovinam. Pogostost 
pojavljanja mikronukleusov je bila od 8,0 ‰ do 11,6 ‰, celic z brsti pa je bilo na 
takšnem območju med 3,5 ‰ in 4,6 ‰. Medtem ko je pojavljanje celic z dvema 
jedroma povezano z delovanjem PCB-ja, DDT-ja in nekaterih zvrsti PAH-ov, ter s 
škodljivim delovanjem bakra (Fernandez in sod., 2011). Na območjih, kjer je prisotno 
močno organsko onesnaženje, so pogostejše celice z dvema jedroma, medtem ko je 
bilo celic z mikronukleusi manj, kot so jih pričakovali. Na takšnih območjih je bila 
frekvenca pojavljanja mikronukleusov med 3,8 ‰ in 5,8 ‰, pojavljanje celic z dvema 
jedroma pa od 2,3 ‰ do 3,9 ‰ (Fernandez in sod., 2011). 
 
Med vzorci klapavic iz različnih vzorčnih mest v slovenskem morju, ki sem jih 
obravnavala v diplomski nalogi, se mikronukleusi pojavljajo od 6,7 ‰ na oceanografski 
boji Vida do 14,3 ‰ v Piranskem zalivu. Primerjava s prejšnjimi rezultati o pojavljanju 
mikronukleusov kaže, da je v poletnem času frekvenca mikronukleusov višja. V 
hladnem delu leta je ugotovljena frekvenca mikronukleusov od 3 ‰ do 5 ‰ v epitelnih 
celicah klapavic (Ramšak in sod., 2010). Povečano število mikronukleusov je 
najverjetneje posledica neposrednega učinka temperature na mitotske delitve v 




celic z dvema jedroma lahko pripišemo tudi visokim temperaturam morske vode v času 
vzorčenja (v juliju in avgustu 2012 so bile temperature morske vode precej visoke, celo 
višje od 27 °C). 
 
Mikronukleusni test je tudi standardiziran test za okoljski biomonitoring kot hitra in 
občutljiva metoda za opredelitev trajnih genotoksičnih poškodb (Bolognesi, 2012; 
UNEP, 1999). Mikronukleusni test je bil testiran v okoljskih študijah in v laboratorijskih 
poskusih, s katerimi so dokazali genotoksične učinke na organizmih, ki so izpostavljeni 
težkim kovinam in organskim onesnaževalom (Bolognesi in sod., 1999). Priporočeno 
je, da se test izvaja na hemocitah iz hemolimfe in na epitelnih celicah škrg, ker so ta 
tkiva najbolj izpostavljena onesnaževalom v okolju. Tako obstajajo razlike v frekvenci 
mikronukleusov med hemocitami in škrgami, ker so škrge zaradi svoje funkcije (dihanje 
in zbiranje delcev) v obsežnem stiku z onesnaževali (Bolognesi in Hayashi, 2011).  
Epitelij škrg je zgrajen iz več različnih vrst celic in v suspenziji celic so granulirane in 
agranulirane celice. Za mikronukleusni test moramo izbrati agranulirane celice 
(Bolognesi in Hayashi, 2011). 
 
Namen biomonitoringa je zaznavanje bioloških učinkov onesnaževal in je nadgradnja 
obstoječega kemijskega in ekološkega monitoringa stanja voda. Ovrednotenje 
bioloških učinkov (npr. genotoksičnosti) onesnaževal omogoča globlji vpogled v 
škodljivo delovanje onesnaževal. Izbrati je potrebno občutljiv organizem, njegov odziv 
mora biti hiter, merljiv, odvisen od koncentracije onesnaževala, biološko pomemben in 
ponovljiv. Organizem pa mora biti pogost v naravi, reprezentativen za ekosistem,  


































V epitelnih celicah v klapavicah sem analizirala trajne poškodbe dednine na štirih 
vzorčnih mestih ob slovenski obali (v Koprskem, Strunjanskem in Piranskem zalivu ter 
na oceanografski boji Vida). Trajne poškodbe dednine, ki sem jih našla v epitelnih 
celicah škrg, so bile celice z mikronukleusi, jedra z brsti in celice z dvema jedroma.  
 
Analizirala sem onesnaževala, ki so bila izmerjena v življenjskem okolju klapavic in v 
klapavicah na izbranih vzorčnih mestih. Za vsa analizirana onesnaževala je znano, da 
imajo genotoksičen učinek (težke kovine, TBT in njegovi razgradni produkti, PAH-i, 
PCB, organoklorirani pesticidi). Koncentracije onesnaževal so bile izmerjene v morski 
vodi, sedimentu in v klapavicah. 
 
Največ celic z mikronukleusi sem ugotovila v Piranskem zalivu (7,4 %), sledi Koprski  
zaliv (6,4 %), nato Strunjanski zaliv s 5 % celic z mikronukleusi, na oceanografski boji 
Vida pa sem ugotovila mikronukleuse v 3,27 % pregledanih celicah. 
 
Celic z dvema jedroma je bilo največ v Piranskem zalivu (3,27 %), nato v klapavicah iz 
oceanografske boje Vida (2,3 %), sledi Strunjanski zaliv z 2 % celic z dvema jedroma, 
najmanj teh poškodb pa je bilo (0,88 %) v klapavicah, ki obraščajo mestno pristanišče v 
Kopru.  
 
Največji odstotek celic z brsti je bil ugotovljen v klapavicah iz oceanografske boje Vida 
(2,64 %), v Koprskem in Piranskem zalivu je bil odstotek teh celic enak, 2,3 % in 
najmanj celic z brsti so vsebovale školjke iz Strunjanskega zaliva (2 %). 
 
Glede na pridobljene podatke iz Agencije Republike Slovenije za okolje (ARSO) so na 
omenjenih vzorčnih mestih prisotna naslednja onesnaževala, ki imajo genotoksično 
delovanje: težke kovine (živo srebro in kadmij), PAH-i in tributilkositrove spojine (TBT). 
 
Najvišja vsebnost kadmija v klapavicah je bila zabeležena leta 2010 v Koprskem zalivu, 
ki je znašala 1,190 mg/kg klapavice, v istem letu (2010) je bila izmerjena tudi najvišja 
koncentracija živega srebra, merjena v klapavicah iz Strunjanskega zaliva z 0,128 
mg/kg. 
 
Tributilkositrove spojine so bile merjene v Strunjanskem in Piranskem zalivu v letu 
2011, koncentracije TBT spojin so bile v vseh treh medijih (v vodi, klapavicah in 
sedimentu) višje v Strunjanskem zalivu. Koncentracija TBT v klapavicah (podana na 
suho težo) je znašala 12,3 µg TBT/kg, koncentracija TBT v vodi je bila 0,00032 µg 
TBT/L in koncentracija v sedimentu je dosegla vrednost 1,49 µg TBT/kg.  
 
Koncentracije PAH-ov v klapavicah so bile merjene v letih 2009 in 2010 v Koprskem in 
Strunjanskem zalivu. Koncentracije PAH-ov iz istega vzorčnega mesta so v letu 2010 
večinoma narasle v primerjavi z letom 2009. Koncentracije naslednjih spojin so se 




koncentracija se je trikrat povišala pri spojinah pirena, benzo(a)antracena in 
benzo(k)fluorantena; za štirikrat krat pri acenaftilenu, fluorantenu in 1−metilfenantrenu 
in celo 32 krat višja koncentracija 1−metilpirena) v Koprskem zalivu), v primerjavi s 
Strunjanskim zalivom. 
 
Velik problem še vedno predstavljajo genotoksične snovi, ki se zadržijo v morskem 
okolju dlje časa in celo krožijo med sedimentom in vodnim stolpcem (TBT, PAH-i, težke 
kovine). Dviganje sedimenta iz morskega dna povzroči prehajanje genotoksičnih snovi 
v vodni stolpec in kasneje se lahko bioakumulirajo v vodnih organizmih. 
 
Izvajanje biomonitoringa je pomembna nadgradnja različnih kemijskih analiz, saj 
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